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Uber ein einfaches Spektrometer fir den Laboratoriums- 
| gebrauch. 
Von 


Giinter Scheibe. 





(Aus dem biochemischen Institut der Diisseldorfer Akademie fiir prakt. Medizin. 
Leiter: Professor Johannes Miller.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Juni 1920.) 


Mit 1 Abbildung. 

Die Bestimmung der Absorptionsmaxima und die Dar- 
stellung des Charakters der Absorption durch Kurven, die die 
Breite der Absorptionsbinder als Ordinaten und die Logarithmen 
der zugehérigen Konzentrationen als Abszissen wiedergeben, 
ist besonders bei der Isolierung und dem Nachweis von chemisch 
noch nicht genau bekannten Farbstoffen wichtig, wie sie im 
Tier- und Pflanzenreich auftreten. Da ein Spektrometer und 
gar ein Spektrophotometer bei den heutigen Preisen oft nicht 
zu beschaffen ist, wurde der Versuch gemacht, ein Spektro- 
meter zu konstruieren, das in allen Fallen, in denen es nicht 
auf die Festlegung der physikalischen Konstanten ankommt, 
geniigen sollte. 

Die kleinen Prismensitze fiir gerade Durchsicht, wie sie z. B. 
in den Handspektroskopen (Browning) verwendet werden, be- 
sitzen eine erhebliche Dispersion, die unter geeigneten Be- 
dingungen sogar gestattet, die D-Linien des Sonnenspektrums 
zu trennen. Eine Wellenlingenskala, die in den Handspek- 
troskopen meist angebracht ist, erlaubt wohl eine allgemeine 
orientierende Messung, jedoch lift sich die Schirfe des Spek- 
trums nicht voll ausniitzen, keinesfalls kann man bis auf ein- 
zelne wu. genau messen, wie dies zur Identifizierung oft er- 
wiinscht ist. Ein Fadenkreuz, das den Zweck besser erfiillen 
wiirde, verlangt ein reelles Bild des Spektrums, das nur durch 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 18 
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erhebliche Komplizierung und Verteuerung des Apparates er- 
zielt werden kann. Statt der Skala 146t sich auch ein trans- 
parentes Fadenkreuz auf das Spektrum projizieren. Kann 
dieses geniigend fein mefibar verschoben werden, so stellt der 
Apparat ein Spektrometer dar, das je nach der Leistungs- 
fahigkeit des optischen Teils Messungen mit 1 yx Genauigkeit 
und mehr auszufiibren gestattet. Der mechanische Teil, der 
von jedem geschickten Mechaniker ausgefiihrt werden kann, 
geht aus der Abbildung hervor. 
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a, a, ist das eigentliche Spektroskop, in dessen Rohr bei A 
das Amiciprisma sitzt. Die dem Auge zuniichstliegende unter 
45° geneigte Fliche desselben liegt gegeniiber dem Rohransatz 
b und kann somit Licht, das aus b eintritt, ins Auge reflek- 
tieren. S ist der einfache Spalt, der durch Lésen der Spalt- 
backenschrauben verstellbar ist. (Das Fernspektroskop nach 
Lehmann, von der Firma C. Zeifi in Handel gebracht, eignet 
sich sehr gut zum Bau des Apparates.) Eine Linse zur Kor- 
rektur nicht normalsichtiger Augen kann bei L angebracht 
werden, ist aber bei einer Rohrlainge von 20 cm meist unndétig. 
In der Trommel P ist ein kleines Reflektionsprisma angebracht, 









































Uber ein einfaches Spektrometer fiir den Laboratoriumsgebrauch. 23] 


» : das das Licht aus dem Fadenkreuzrohr c, c durch b reflektiert. 
“ ' Bei F sitzt das Fadenkreuz, das in auf Glas aufgeklebtes Stanniol 
n f eingeschnitten ist. Ein Spiegel Sp kann zur Beleuchtung des 
r : Fadenkreuzes aufgesteckt werden. 
a i Das Fadenkreuzrohr ist in zwei Spitzschrauben bei D 
t '  drehbar gelagert und wird von einer Feder gegen die Mikro- 
r '  meterschraubenspitze M gedriickt. Durch diese Schraube laft 
'y : sich also das auf das Spektrum projizierte transparente Faden- 
: kreuz fein mefibar verschieben. Die Fraunhoferschen Linien 
lieBen sich im gelben bis griinen Bereich, wo die Dispersion 
nicht grof} ist, mit obigem Instrument') mit 1 yx Genauigkeit 
: bestimmen. 


4 Das helle Fadenkreuz hat sich ganz besonders bei der 
Messung von Absorptionsstreifen bewahrt, da es nicht wie 
ein gewohnliches Fadenkreuz auf dunklem Grund verschwindet. 
Zur Messung eines Absorptionsmaximums bedient man sich 
zur Aufnahme der Farbstofflésung am besten eines Troges 
mit verstellbarer Schichtdicke und bestimmt die Grenzen der 
e Absorption’) fiir verschiedene Dicken. Dann findet man nach 
dem bekannten Verfahren auf graphischem Wege das Maximum. 
Auch hier differieren bei einigermafien gut ausgepragten Absorp- 
tionsstreifen die einzelnen Bestimmungen nicht mehr als 1—2pw.. 

Trigt man die Grenzen der Absorption fiir eine gréfere 
Anzahl Schichtdicken oder Konzentrationen als Ordinaten und 


i die Logarithmen der Schichtdicken bezw. Konzentrationen als 
F Abscissen auf, so erhaélt man Kurven, die empfindlich genug 
: sind, um bei der Reinigung von Farbstoffen als Wegweiser 


dienen zu kénnen. 

Wenn der eine oder der andere Gedanke der beschriebenen 
Konstruktion auch bekannt sein mag, hoffe ich doch, daf die 
leistungsfihige und technisch sehr leicht ausfiihrbare Zu- 
sammenstellung manchem gute Dienste leisten wird. 


1) Das Instrument wurde vom Universititsmechaniker Friedr. Keller, 

; | Erlangen ausgefihrt. 
*) Natiirlich mittels einer auf tiblichem Wege erhaltenen Eichkurve 
auf Wellenlingen oder Schwingungszahlen umgerechnet. 



























Uber Maltaselésungen aus Hefe. 
Von 


R. Willstitter, Tr. Oppenheimer und W. Steibelt. 
Mit 1 Abbildung. 








(Mitteiluang aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 
Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 1920, 














Zur Isolierung der Maltase aus Hefe ist es nach den An- 
gaben aller Forscher, die tiber das Enzym gearbeitet haben, 
notig, die Hefe zuerst zu trocknen und dann mit Wasser zu 
behandeln. Diese Methode, Lésungen der Maltase darzustellen, 
ist von C. J. Lintner’), von E. Fischer’), von A. Croft Hill?) 
angegeben worden. Zwischen Saccharase und Maltase wird all- 
gemein ein Unterschied angenommen: die Saccharase gewinnt 
man aus abgeprefiter Bierhefe durch Ausziehen mit Wasser 
unter Zusatz z. B. von Toluol, die Maltase stets nach voran- 
gegangener sorgfaltiger Trocknung. Freilich ist es bekannt, 
dafi von lebender Hefe auch Saccharase nicht abgegeben wird, 
aber sie diffundiert leicht aus der Zelle nach der Abtétung der 
Hefe durch das antiseptische Mittel. Dafi unter denselben 
Bedingungen kein auf Maltose wirkender Auszug entsteht, wird 
auf die Schwerldslichkeit der Maltase*) oder darauf zuriickge- 
fiihrt, daf dieses Enzym vielleicht an Protoplasmabestandteile 

























1) Zeitschr. f. ges. Brauwesen 1892, 106; C. J. Lintner und E. Kréber, 
Ber. d. D. chem. Ges. Bd. 28, S. 1050 (1895). 

*) Ber. d. D. chem. Ges. Bd. 27, S. 3479 (1894); Bd. 28, 8S, 1429 (1895); 
Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 60 und zwar S. 74 (1898). 

8) Journ. Chem. Soc. Bd. 73, 8. 634 (1898) und 83, 578 (1903). 

*) C.J. Lintner, Zeitschr. f.d.ges. Brauwesen 1894, 414; C.J. Lintner 
und E. Kréber, Ber. d. D. chem. Ges. Bd. 28, 8. 1050, 1053 (1895). 
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fest gebunden vorkommt oder daf bei unversehrter Zellhiille 
seine Diffusion nach aufjen gehindert ist). 


Der Unterschied zwischen Saccharase und Maltase diirfte 
indessen darauf beruhen, dafi in der Hefe nach ihrer Abtétung 
z. B. durch Chloroform oder Toluol durch enzymatische Vorgange 
Bildung von Saure eintritt, durch welche die Maltase zerstért 
wird, etwa in dem Mae, wie sie in wifrige Liésung iiber- 
geht. Jedenfalls gelingt es uns, aus frischer Bierhefe starke 
Maltaselésungen durch Behandlung mit Wasser unter Zusatz 
von Toluol bei Zimmertemperatur darzustellen, wenn man die 
auftretende Siure mit Ammoniak neutralisiert. Natiirlich gibt 
auch getrocknete Hefe nach diesem Verfahren der Neutral- 
extraktion mindestens ebenso wirksame Lésungen als nach 
den Angaben der Literatur. Diese Maltaselésungen aus Bier- 
hefe enthalten wie alle in der Literatur auch Saccharase; die 
Aufgabe, beide Enzyme zu trennen, ist noch zu lésen. 


Hinsichtlich ihrer Wirksamkeit sollen die Maltaselésungen 
nach dem Vorbild der von C. O’Sullivan und F. W. Tompson’) 
sowie von H. Euler und seinen Mitarbeitern*) gegebenen Sac- 
charasedefinition gekennzeichnet werden. Die Hefen und die 
Maltaselisungen werden durch die Zeit in Minuten bestimmt, 
die 1g getrocknete Hefe oder die dieser Menge entsprechende 
Enzymlésung braucht, um bei 30° 2,5g Maltose (Hydrat) zur 
Hilfte zu hydrolysieren, wenn diese mit 30mg Na, HPO,- 2H,O 
und 22,5mg KH,PO, in 50cem enthalten sind. 


Proportionalitat von Enzymmenge und Umsatz. 


Fiir die Saccharasewirkung, die dem Gesetz der monomolaren 
Reaktion folgt, besteht auch zwischen Enzymkonzentration und 
Reaktionsgeschwindigkeit Proportionalitit, die experimentell 


1) E. Fischer, Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 60 u. zwar 8S. 75 (1898). 

*) Journ. Chem. Soc. Bd. 57, S. 834 u. zwar S. 866 (1890). 

5) H. Euler, KE, Lindberg und K. Melander, Diese Zeitschr. 
Bd. 69, S. 152, 157 (1910); H. Euler und S. Kullberg, Diese Zeitachr. 
Bd. 73, S. 385 (1911); H. Euler und O. Svanberg, Diese Zeitschr. 
Bd. 107, S. 269 (1919). 
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von O'Sullivan und Tompson!), dann von C. 8S. Hudson?) 
und neuerdings in einem Bereich der Enzymmengen von 1 : 40 
von H. Kuler und O. Svanberg’) bestitigt wurde. Wie dic 
Reaktion der Maltase nicht mit demselben Zeitgesetz in Uber- 
einstimmung gebracht werden konnte, so war es auch fraglich, 
ob fiir sie jene Proportionalititsbeziehung gilt. Ch. Philoche‘) 
hat sie allerdings schon bei Takamaltase mit Enzymmengen von 
1:5 bestitigt gesehen, und bei Hefemaltase haben L. Michaelis 
und P. Rona’) mit Fermentmengen, die im Verhiiltnis von 
3:2:1'/,: 1 standen, approximativ gezeigt, dafi die Zeiten 
gleichen Umsatzes sich umgekehrt wie die Fermentmengen 
verhalten. Wegen der Wichtigkeit fiir die Analyse der Maltase- 
priparate wurde die Proportionalitiét nun mit Ausdehnung des 
Bereiches genauer gepriift. 

Die Hydrolyse der Maltose verfolgten wir mit der polari- 
metrischen Methode, die uns hier genauer schien als die Be- 
stimmung auf Grund des Reduktionsvermégens. Die Maltose- 
lésung wurde mit wechselnden Mengen der neutralen Hefeaus- 
ziige versetzt unter Kinstellung der nach L. Michaelis und 
P. Rona‘) optimalen spurweise sauren Reaktion (py =6,1 bis 6,8); 
wir fanden dementsprechend am giinstigsten einen Gehalt von 
einem Zehntel Phosphatmischung, die aus gleichen Teilen 
0,90°/,iger KH, PO, und 1,20°/,iger Na, HPO,. 2H, O-Lésung 
bestand. Die 10°/,igen Lésungen von wasserhaltiger Maltose 
wurden mit einem Gehalt von 20°/, dieses Puffers bei 30° im 
Mefikolben bereitet und die erforderlichen Proben von 25 ccm mit 
Enzymlésung und Wasser von derselben Temperatur aufs doppelte 
Volumen gebracht. Bei Beendigung der Versuche entnahmen 
wir 25cem der 30° warmen Versuchslésung und trugen sie 
unter Beriicksichtigung der Auslaufzeit in 5cecm 2n-Soda ein. 


') Journ, Chem, Soc. Bd. 57, S. 8384 und zwar 8, 847 (1890). 

2) Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 30, 8. 1564 und zwar S. 1574 (1908). 

5) Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 269 und zwar 8. 275 (1919). 

*) Journ. chim. phys, Bd. 6, 8S. 213, 355 (1908). 

5) Biochem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 und zwar 8, 78 (1913). 

6) Biochem. Zeitschr. Bd, 57, 8.70 (1913) und L. Michaelis, Die 
Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914 (J. Springer) S. 71. 
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Die Anfangsdrehung der Versuchslésung nach dem Verdiinnen 
mit jener Sodamenge betrug 10,80°, die Enddrehung bei voll- 
kommener Spaltung wiirde 4,40° betragen. 


Tabelle 1. 
Enzymkonzentration und Umsatz, 
(5°/,ige Maltoselésung; 30°.) 








Enzymmenge Zeit Drehungsabnahme | Maltosespaltung 

com in 50 (Min.) ¢* (°/) 
5 120 3,03 47,3 

10 60 3,05 47,3 

2.5 240 2,70 42.3 

10 60 261 40,9 

2 150 2,19 34,2 

5 60 2,20 34,4 

10 39 221 34,5 
2.5 180 2,24 35,0 

15 30 2,14 33,5 











Im Bereich von 1:5 oder 6 hat sich genaue Proportio- 
nalitiit von Knzymmenge und Umsatz ergeben. 


Der zeitliche Verlauf. 

Wihrend nach Philoche') bei der Maltosespaltung durch 
Takaenzym die Konstante der monomolaren Reaktion mit fort- 
schreitender Zeit ansteigt; wird der entgegengesetzte Gang bei 
Hefemaltase in den Arbeiten von Lintner und Kréber und 
von EK. F. Armstrong’) beobachtet; auch in einer eingehenden 
Untersuchung von R. O. Herzog’) ist keine einfache Beziehung 
zwischen Zeit und Umsatz zutage getreten. In unseren Ver- 
suchen, die wir vornahmen, um nach dem Vorbild von O’ Sullivan 
und Tompson jeweils beobachtete Maltosespaltungen auf den 
nimlichen Grad der Spaltung beziehen zu kénnen, war der 

> he *) Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 500, 516, 526 (1904). 


5) In C. Oppenheimer, Die Fermente, IV. Aufl., Bd. Il, 8. 987 
(Leipzig 1914). 
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1 a ons ie . 
Gang von k aus =e In er merkwiirdig verschieden. In den 


beiden Versuchen der Tabelle2 und der Figur (S. 2) fiel 10*k bis 
auf etwa ein Viertel, naimlich von 215 auf 46 im Bereich 
von 20 bis 75°/, Spaltung und von 213 auf 68 bei 20 bis 64°/° 
Spaltung. In zwei andern Versuchsreihen sank hingegen die 
Konstante nur auf etwa den halben Wert, nimlich zwischen 
28 und 69°/, Maltosehydrolyse von 220 auf 100 und zwischen 
20 und 56°/, Spaltung von 144 auf 69. Diese Abweichungen 
werden wohl durch hemmend wirkende Beimischungen bedingt 


sein. 
Tabelle 2. 


Zeitlicher Verlauf der Maltasewirkung. 
(30°; 5°/,ige Maltose.) 





Fei 1. Versuch (9ccem Enzym- 2. Versuch (10 ccm Enzym- 
sent losung A in 100) lésung B in 100) 


(Minuten) 
Drehungs- | Umsatz (°/) Drehungs- | 


abnahme abpahme | Umsatz (°/,) 





10 1,23 19,2 1,23 19,2 
20 1,72 26,9 1,72 
2,16 33,8 2,05 
2,41 37,7 2,35 
2,81 44,0 2,80 
3,18 49,0 — 
= 3,34 
3,41 é _- 
— 3,76 
3,92 7 61,2 4,09 
4,25 66,4 — 
4,78 75,0 — 











| 
} 
| 
} 





Darstellung von Maltaselésungen. 


Da bei der Herstellung von Maltaselésungen die beiden 
Vorgiinge: Diffusion des Enzyms aus der Hefezelle und seine 
Zerstérung durch zugleich entstehende Saure einander ent- 
gegenwirken, so ist die Schadigung entweder durch Alkali- 
zusatz in dem Mafie der Siéiureproduktion oder durch ein im 
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Uberschu8 zugefiigtes unlésliches Neutralisationsmittel zu 
vermeiden. 

88 g gewaschene und abgeprefite untergirige Hefe der 
Lowenbrauerei in Miinchen wurden unter Zusatz von Toluol 
mit 182 cem Wasser (entsprechend 20 g Trockenhefe -- 200 ccm 
Wasser) angeschiittelt. Die Fliissigkeit reagierte zunachst 
neutral, mitunter 50 Minuten lang, manchmal ist schon nach 
5 bis 6 Minuten die Reaktion deutlich sauer. Bei den ver- 
schiedenen Hefeproben sind erheblich differierende Alkalimengen 
erforderlich und auch etwas verschiedene Mengen je nach der 


co 
90 
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Weise und Hiufigkeit des Neutralisierens. Am besten ist es, 
hiufig neutrale Reaktion auf Lackmus durch vorsichtigen 
Zusatz von verdiinntem Ammoniak herzustellen, was bei einer 
Extraktionsdauer von 6 Stunden z. B. 
nach 6 20 55 130 180 360 Minuten 

0,6 0,3 12,6 10,5 3,6 4,9 ccm 1°/,iges Ammoniak, 
also im ganzen 32,5, in einem andern Beispiel 41,8 ccm er- 
forderte. Bei langerer Dauer der Extraktion geniigte es, 
weiter zuniichst alle 2 bis 3 Stunden, dann mit griferen 
Pausen die immer geringere Séureproduktion unschidlich zu 
machen; in den folgenden 18 Stunden waren z. B. noch 5,8 ccm 
erforderlich, in weiteren 2 Tagen z. B. je 1 ccm 1°/,iges Am- 




















238 R. Willstitter, Tr. Oppenheimer und W. Steibelt, 


moniak. Bequemer und annihernd ebenso giinstig ist es, die 
Fliissigkeit durch Zusatz von Magnesiumkarbonat oder del. 
konstant bei fast neutraler Reaktion zu erhalten. Dagegen 
entstehen viel schwiachere Enzymlésungen, wenn man die Hefe 
unter anfinglichem Zusatz bestimmter Mengen von Alkali 
extrahiert, wie Croft Hill bei Verarbeitung getrockneter 
Hefen vorschreibt; z. B. lieferten 88 g Hefe unter den an- 
gegebenen Bedingungen in 6'/, Stunden eine Lésung, die 16,2°/, 
Maltosespaltung ergab, gegeniiber 3,9°/, Spaltung bei analoger 
Extraktion mit 132 ccm 0,1°/,iger Natronlauge. 

Die abfiltrierten Maltaselésungen, worin p, nach der 
Indikatorenmethode von 8. P. L. Sérensen') = 6,6 gefunden 
wurde, blieben beim Stehen neutral; die Zeitwerte betrugen 
in den ersten Versuchen (Nr. 1—4 der Tabelle 3) nach 6 Stun- 
den Extraktion 260 bis 120, nach anderthalb Tagen etwa 
50 Minuten, in spiteren Versuchen, nachdem das Neutrali- 
sationsverfahren ausgearbeitet war, z. B. in Nr. 5, nach ein- 
tigiger Extraktion 20 Minuten. 

Tabelle 5. 
Zeitwerte der Maltaselisungen aus Frischhefe. 





Eixtrak- 1°/,ige 
tions- NH, f.88g Drehungs- Maltosespaltung | Zeitwert 
dauer Hefe abnahme (°) (°/o) (Minuten) 

(Stunden) (ccm) 





1. 23.3 0,16 25 
34,8 2.10 32,8 
87,4 1,18 18.5 
42.6 2.49 38,9 
41,8 1,16 18,2 
47,3 2.40 37,6 
32,5 1,80 in 30 Min. | 28,2 in 30 Min. 
2,37 in 60 Min. | 37,0 in 60 Min. 
38,3 271 42,3 
37,8 1,90 29.7 
41,8 3,82 59,7 
41,8 4,05 63,1 
41,8 4,05 63,0 


‘) Biochem. Zeitschrift Bd. 21, S, 131 (1909). 
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Kine solche Maltaselésung (Beispiel 5 der Tab. 3) aus 
einer den Zeitverhaltnissen gemif} nicht besonders giinstigen 
Frischhefe verglichen wir mit den von Croft Hill beschrie- 
benen besten Liésungen der Literatur aus getrockneter Hefe. 
Unter den analytischen Bedingungen von Hill bewirkte 1 ccm 
unserer Enzymlésung mit 20 cem 2°/,iger Maltose bei 30° in 
40 Minuten 69,5°/, Spaltung gegeniiber 29°/, bei Croft Hill’). 

Um Maltase aus getrockneter Hefe zu bereiten, ist es 
unnotig, die Hefe, wie Hill angegeben hat, durch stufen- 
weises lingeres Erhitzen bis auf 100° oder durch Aufbewahren 
im Vakuum iiber Schwefelsaéure?) vorzubereiten. Lufttrockene 
Hefe gibt dieselbe Ausbeute. 20 g Trockenhefe werden mit 
200 ecm Wasser und mit Toluol angeschiittelt; die Fliissig- 
keit reagiert sauer, und in diesem Fall wird zur Neutralisation 
sofort ein bedeutender Teil der iiberhaupt erforderlichen Al- 
kalimenge verbraucht, z. B. war zur neutralen Reaktion auf 
Lackmus hinzuzufiigen: 


nach 0O 2 § 9 25 Stunden 
16,0 1,2 1,9 2,4 1,6 cem 1°/,iges Ammoniak. 





Die Maltaselésung wird am besten nach etwa 1 tigigem 
Stehen abfiltriert; die Zeitwerte einiger Darstellungen aus 
Trockenhefe verzeichnet die Tabelle 4. 

Mit derselben Hefeprobe und einer Extraktionsdauer von 
2 Tagen haben wir mit 0,1°/oiger Natronlauge nach Croft 
Hill und nach dem Neutralisationsverfahren Vergleichsver- 
suche ausgefiihrt und die Wirkungswerte der verschiedenen 
Maltaselisungen unter den Bedingungen von Hill iiberein- 
stimmend gefunden. 

Die Extrakte zeigen 6fters beim Stehen, indem ein Nie- 
derschlag sich absetzt, einen kleinen Zuwachs an Wirksamkeit. 
Im iibrigen erwiesen sich viele solche auf Lackmus neutrale 
toluolhaltige Liésungen tagelang fast unverindert haltbar, was 


1) Journ. Chem. Soc. Bd. 73, S. 634, 636 (1898). 
*) Journ. Chem. Soc. Bd. 73, S. 634, 686 (1898) und Bd. 83, S, 578, 
581 (1903). 
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Tabelle 4. 
Neutralausziige von Maltase aus Trockenhefe, 





Extrak- 
tions- : Drehungsabnahme (°)| Maltosespaltung (°/,)] Zeitwert 
dauer (Min.) 


(Stunden) in 80 Min. | in 60 Min. | in 30 Min. | in 60 Mn. 














| | 
18 2,41 - 87,7 


2.20 - 34,4 


| 
| 
| 





1,61 | - 25,1 
2,09 - 34,6 
2,42 37,8 
2,05 32.0 




















zahlenmiifig am Beispiel einer durch 18stiindiges Extrahieren 
hergestellten Maltaselésung gezeigt werden soll. 
7 Std. aufbewahrt; Drehungsabnahme 2,41 °; Maltosespaltung 37,6°/,, 
55 : 2,319: \ 36,0, 
7. R 2,20°; . 34,55, 
103, ; ‘ 2,109; " 32,89), 
Die Liésungen werden von Kaolin geschwiicht. Es wird 
also, wie L. Michaelis und P. Rona’) gefunden haben, 
,Maltase von Kaolin sehr merklich adsorbiert“, aber die Mal- 
tase scheint im Adsorbat nicht haltbar zu sein. 


') Biochem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 und zwar S. 82 (1915). 











Uber die Trennung von Histidin und Arginin. 
Von 


A. Kossel und S. Edlbacher. 


Aus dem Institut fiir EiweiBforschung [Stiftung Behringer] Universitit Heidelberg.) 


Die Trennung des Histidins vom Arginin wurde nach 
dem urspriinglichen Verfahren von A. Kossel und F. Kut- 
scher') in folgender Weise bewirkt: 


.fiigt man zu einer sauren Lésung, die Arginin und 
Histidin, und zugleich einen Uberschuf von Silbernitrat ent- 
hilt, vorsichtig Barytwasser hinzu, so fallt zuerst das Histi- 
dinsilber aus. Nachdem die Ausscheidung des Histidinsilbers 
beendet ist, wird durch weiteren vorsichtigen Zusatz von Baryt 
zunichst kein Niederschlag bewirkt, erst bei etwas stirkerem 
Barytiiberschufi fallt das Argininsilber. Als Erkennungsmittel 
fiir die véllige Ausfallung des Histidins beniitzten wir am- 
moniakalische Silbernitratlésung, welche nach Hedin einen 
unléslichen Niederschlag von Histidinsilber (C,H, Ag, N, 02) 
gibt.“ 

A. Kossel versuchte spiter dieses etwas umstindliche 
Verfahren in der Weise zu vereinfachen, da er die Herstel- 
lung des erforderlichen geringen Alkaleszenzgrades nicht durch 
Barytwasser unter Kontrolle der ammoniakalischen Silber- 
lésung, sondern durch Baryumcarbonat bei Siedetemperatur 


1) Diese Zeitschr. Bd. 31, S. 171 (1900). 
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bewirkte'). Diese letztere Modifikation wurde dann von F, 
Weif}*) genauer beschrieben. 


Sie wurde bei zahlreichen Analysen im hiesigen Institut 


benutzt und erwies sich in den beobachteten Fallen als 
brauchbar. 


Spiter traten jedoch Zweifel itiber ihre allgemeine An- 
wendbarkeit auf und es entstand die Frage: bei welcher 
Wasserstoffionenkonzentration ist die Fillung des Histidin- 
silbers beendet und bei welcher beginnt die Fillung des Ar- 
gininsilbers? 


Die Alkaleszenz einer n/50 Histidinlisung ist geringer 
als die einer n/50 Argininlésung; erstere rétet nach unserer 
Beobachtung Phenolphtalein, blaiut aber eine Lésung von 
Thymolphtalein nicht, letztere steht an der Grenze der Blau- 
farbung des Thymolphtaleins. (Die Argininlésung war nicht 
ganz frei von Arginincarbonat.) 


Ist nun zur volligen Ausfaillung des Histidinsilbers die 
Gegenwart des stirker alkalischen Arginins erforderlich, oder 
geniigt hierzu die Entstehung von freiem Histidin? 


Wire ersteres der Fall, so ware die Anwendung des 
Baryumcarbonates auf diejenigen Fille beschriinkt, in denen 
neben dem Histidin eine gewisse Menge Arginin vorhanden ist. 


Zur Entscheidung dieser Frage stellten wir folgenden 
Versuch an: 


Eine n/50 Histidinlésung (also die freie Base) wurde 
zunichst mit Salpetersiiure ganz schwach angesiuert und 
hierauf Silbernitrat zugesetzt, bis eine Tiipfelprobe mit Baryt- 
wasser starke Braunfirbung ergab. Hierauf erfolgte Zusatz 
von Barytwasser bis zur Lackmusneutralitét und nun allméhlich 
weiterer Zusatz des Barytwassers. Es beginnt eine Aus- 
scheidung von Histidinsilber. Zur Priifung der Reaktion 
wurde von Zeit zu Zeit eine kleine Probe der iiber dem 
Niederschlag stehenden Fliissigkeit entnommen, zur Entfernung 


1) Diese Zeitschr. Bd. 49, S. 318 (1906). 
*) Diese Zeitschr, Bd. 52, S, 112 (1907). 
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des gelésten Silbers mit 10°/,iger Kochsalzlésung versetzt, vom 
Silberniederschlag abfiltriert und das Filtrat mit Phenolphtalein 
bzw. Thymolphtalein gepriift. Hierbei zeigte sich, dafi mit 
Beginn der Phenolphtaleinrétung bereits simtliches Histidin 
ausgefallt ist. 


Hierdurch wird erwiesen, daf} die Gegenwart des Arginins 
fiir die Histidinfaillung nicht nétig ist. Dasselbe ergab sich 
aus folgendem Versuch: 

100 cm® einer n/50 Histidinlésung wurden mit verdiinnter 
Salpetersiiure schwach angesduert und mit 50 ccm einer 5 °/, igen 
Silbernitratlésung versetzt (Tiipfelprobe mit Barytwasser stark 
braun). Nun wurde mit iiberschiissigem Baryumcarbonat 
10 Minuten energisch gekocht, der Niederschlag abgesaugt, 
gewaschen und sodann mit verdiinnter Schwefelsiure aufge- 
kocht, bis die Kohlensiureentwicklung aufhérte. In die Lésung 
wurde Schwefelwasserstoff eingeleitet, der Uberschu® dieser 
Gase durch Kochen vertrieben und vom Schwefelsilber und 
Baryumsulfat abgesaugt. Der Niederschlag wurde 3mal mit 
schwach angesduertem Wasser verrieben und abgesaugt und 
das Filtrat und die vereinigten Waschwisser gemeinsam auf 
100 ccm eingedampft. Von dieser Fliissigkeit wurde in 20 ccm 
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt: 


20 ccm ergaben 16,388 mg N. Von der urspriinglichen 
Lésung gaben 20 ccm 16,87 mg N, es wurden somit 97,1°/, 
des angewandten Histidins wiedergefunden. 


Kine Wiederholung der Bestimmung ergab: 
20 ccm wie oben = 18,48 mg N, 20 ccm der urspriing- 


lichen Lésung = 18,62 mg N, somit wurden 99,26°/, des 
Histidins auf diese Art wiedergewonnen. 


Das zur Untersuchung des Histidins erwahnte Verfahren 
wurde von uns zur Feststellung des Verhaltens anderer Basen 
benutzt und es ergab sich hierbei, daf§ das zur Trennung von 
Histidin und Arginin benutzte Verfahren auch bei der Auf- 
suchung und Isolierung von Imidazol, Carnosin, Guanidin und 
Methylguanidin Verwendung finden kann. Das Niahere ist 
aus der folgenden Zusammenstellung zu ersehen. 
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Base 


Von 
saurer Reaktion 
bis Eintritt der 
Lackmusneutralitit 


Kintritt der 
Phenolphtalein- 
rétung 


Kintritt der 
Thymolphtalein- 
bliuung 





Histidin 
freie Base 


[midazol 


Carnosin 


Guanidin 


Methyl- 


guanidin 
Arginin 


Kreatinin 


Glykokoll 





Fallung 


Fallung 


noch keine Fillung 


keine Fallung 
2 


keine Fiillung 


keine Fallung 


Auch bei starker 
Lackmusalkaleszenz 
keine Fiallung 





Die Ausfallung ist 
vollendet 


villige Ausfillung 


Fillung beendet, 
wenn im Filtrat 
Ritung 


Fiillung beendet, 
wenn Riétung im 
Filtrat 


Fallung unvoll- 
stiindig 


keine Fallung 


keine Fallung 


Beginn einer 
weifen Fallung 





Fillung beendet 


Fillung beendet 


Fillung unvoll- 
stiindig 


Niederschlag braun 
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Uber Harnsiureausscheidung 
nach parenteraler Zufuhr von Purin-Nukleosiden 
beim gesunden Menschen. 
Von 
Dr. med. et phil. Julius Rother. 


(Aus dem Laboratorium der Il. med. Klinik der Charité in Berlin. 
Direktor Geh, Rat Prof. Dr. F. Kraus), 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1920.) 


Thannhauser’) faBt seine Anschauungen iiber den 
intermediairen Purin-Stoffwechsel beim gesunden und gicht- 
kranken Menschen wie folgt zusammen: ,Beim Gesunden 
kreisen wahrscheinlich als Stoffwechselzwischenprodukte des 
Nuklein-Stoffwechsels die Purine bei ungespaltener Purin- 
Zuckerbindung als Nukleotide oder Nukleoside in molekularer 
Lisung. Die Harnsiure diirfte, sobald sie aus diesen Kom- 
plexen abgespalten ist, sofort als Stoffwechselendprodukt zur 
Ausscheidung gelangen, wodurch das Niveau des Blutharn- 
siiurespiegels normalerweise auf niedrigen Werten gehalten 
wird. Beim Gichtkranken hingegen wird zwar die Harnsiure 
auf die gleiche Weise aus den Nukleosiden gebildet, sie kann 
aber durch die Niere infolge der Stérung der Harnsiureaus- 
scheidung aus dem Kérper nur wenig oder ungeniigend in 
den Urin sezerniert werden.“ 

Zum experimentellen Belege dienten Thannhauser *) 


1) §. J. Thannhauser, Uber den chemischen Aufbau des Nuklein- 
siiure-Molekiils und seine Veriinderungen im Stoffwechsel des Menschen. 
Habilitationsschrift. Miinchen 1917, S. 41. 

*) Vgl. auch S. J. Thannhauser und A. Bommes, Diese Zeit- 
schrift Bd. 91 S. 336 (1914). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 19 
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die von Levene und Jacobs’) aus Hefenukleinsiure durch 
partielle Hydrolyse in kristallinischer Form dargestellten Nu- 
kleoside Guanosin und Adenosin. Diese Substanzen wurden 
nierengesunden sowie gichtkranken Menschen nach purinarmer 
Krnahrung intramuskulir injiziert, worauf die Mehrausschei- 
dung an Harnséiure und Purinbasen gegeniiber dem Durch- 
schnitt der Vorperiode festgestellt wurde. Bei einigen der 
Versuche finden sich auch Angaben iiber den Blutharnsiiure- 
gehalt unmittelbar vor und 6 Stunden nach den Injektionen. 

Die zahlenmiffigen Ergebnisse dieser Versuche waren 
folgende: 


1. Guanosinversuch am Gesunden. 
Mehrausscheidung 0,4 g Harnsiure = 75,6°/, der Zufuhr. 
Blut-Harnséure in 100 ccm vorher 2,2 mg, 6 Stunden spiiter 2,1 mg. 


2. Guanosinversuch am Gesunden. 

Mehrausscheidung 0,66 g Harnsiure = 126°/, der Zufuhr. 

3. Guanosinversuch am Leicht-Gichtkranken. 
Mehrausscheidung 0,60 g Harnsiure = 120°/, der Zufuhr. 
Blut-Harnsiure in 100 ccm vorher 5,6 mg, 6 Stunden spiiter 8,2 mg. 

4. Adenosinversuch am Gesunden. 

Mehrausscheidung 0,37 g Harnsiure = 64,5°/, der Zufuhr. 
Blut-Harnsaure in 100 ccm vorher 1,7 mg, 6 Stunden spiiter 1,8 mg. 

5. Adenosinversuch am Leicht-Gichtkranken. 
Mehrausscheidung 0,40 g Harnsiure = 69,6 °/, der Zufahr. 
Blut-Harnsdure in 100 ccm vorher 4,7 mg, 6 Stunden spiter 7,4 mg 


Bei einem weiteren Guanosin- und einem Adenosin- 
versuche an Schwer-Gichtkranken wurde iiberhaupt keine Mehr- 
ausscheidung an Harnsiure nach der Injektion beobachtet. 

Bei dem Adenosinversuche 4 ist in der Thannhauser- 
schen Verdffentlichung eine Harnsiure-Mehrausscheidung von 
0,47 g = 81,7°/, angegeben. Die Auswertung der von dem 
Autor in Tabellenform angefiihrten einzelnen Tageszahlen er- 
gab indessen — unter Weglassung eines besonders hohen Harn- 
siiurewertes des ersten Tages der Vorperiode — wie oben an- 
gegeben 0,34 g = 64,5°/,.. Entsprechend errechneten wir auf 


1) Pp. A. Levene und W. A. Jacobs, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
Bd. 43 S. 3153 (1910). 








Ve 


wv 
€ 


wy 
. 





Beitrige zum Nukleinstoftfwechsel-Problem. Q47 


Grund der Kinzelzahlen des Versuches 5 (Adenosin) gegeniiber 
der von Thannhauser mit 0,49 g = 85°/, angefiihrten Mehr- 
ausscheidung eine solche von 0,40 g = 69,6 °/,. 

Die beiden Guanosinversuche 2 und 3, in denen 126 
bezw. 120°/, der Zufuhr als Harnséure im Urin wiedergefunden 
werden, erscheinen wenig geeignet fiir die Klarung der Frage, 
wieviel von dem in Form des Guanosins eingefiihrten Purin 
durch den Kérper in Harnsiiure umgewandelt wird, denn hier 
hat die Injektion offenbar noch auf irgendwelchem indirekten 
Wege eine Harnsiureausscheidung veranlafit, und es bleibt 
ungewif}, wie grof} diese Komponente ist. 

Wir empfanden deshalb das Bediirfnis, durch weitere 
Versuche die Frage zu kliren, ob nach intramuskulirer Ein- 
verleibung von Purinnukleosiden die Gréfe der Harnsiureaus- 
scheidung im Urin an den auf die Injektion folgenden Tagen 
auf eine glatte Uberfiihrung des Purinkérpers in Harnsiure 
schlieBen lift. Wir wandten dabei unsere Aufmerksamkeit 
noch der Frage zu, wann die Harnsiure im Blute ihr Maxi- 
mum erreicht und wie sich die Leukocyten verhalten. 

Guanosin und Adenosin wurden nach den Originalvor- 
schriften von Levene und Jacobs‘) aus Hefenukleinsiure 
dargestellt. Identifizierung der erhaltenen Produkte durch Be- 
stimmung von Schmelzpunkt und optischem Drehungsvermégen. 
Das Ausgangsprodukt wurde uns in liebenswiirdiger Weise 
von der Firma C. F. Boehringer & Séhne in Mannheim 
iiberlassen, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren Dank 
zum Ausdruck bringen. 

Zur Technik der Darstellung der beiden Nukleoside sei 
erwihnt, dafi sich die Temperatur von 185°, bei welcher 
nach den Angaben von Levene und Jacobs die Hydrolyse 
vorgenommen werden soll, auf ein Olbad bezieht, in das der 
ganze Autoklav versenkt wird. Arbeitet man mit direkter 
Erhitzung und Temperaturablesung im Deckel des Autoklaven, 
so fiihrt eine Erhitzung bis zu 185° zu einer zu weit gehen- 


1) L.c. — Siehe auch Abderhalden, Handbuch der biochemischen 
Arbeitsmethoden Bd. V, 8. 489. 
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den Hydrolyse, es geniigt vielmehr eine Temperatur von 135”, 
die wiihrend 31/, Stunden innezuhalten ist. 

Die Injektionsversuche wurden nach dem Vorgehen 
Thannhausers durchgefiihrt. Einige Tage vor den Ver- 
suchen wurden die Patienten unter Ausschlufi von Fleisch 
mit Zulagen von Milch und Mehlspeisen ernihrt, wodurch 
sich in allen Fallen eine leidliche Konstanz der tiglichen 
Harnsiureausscheidungen im Urin wihrend der Vorperiode 
erzielen lief. 

In dem orientierenden ersten Versuche wurden einem 
Patienten im Abstande von 4 Tagen zuerst ein Gramm Ade- 
nosin und dann ein Gramm Guanosin intramuskulir injiziert. 
Nach den Injektionen wurden die Urinportionen der nichsten 
9 Stunden in 3 getrennten Anteilen von je 3 Stunden ge- 
sondert untersucht. Es ergab sich indessen bei keiner dieser 
Urinportionen ein hervorstechender Harnsiurewert, deswegen 
wurde bei den folgenden 3 Versuchen stets nur die 24stiin- 
dige Harnmenge im ganzen analysiert. 

Die Untersuchung des Blutes auf Harnséiure wurde nach 
dem Verfahren von Maase und Zondek') vorgenommen 
und erfolgte vor den Injektionen und in 3stiindigen Inter- 
vallen darnach. Zu denselben Zeiten wurden die Leukocyten- 
verhiltnisse festgestellt. 

Adenosin wurde nur einmal injiziert, weil Erbrechen und 
stérende Wirkungen auf den Kreislauf beobachtet wurden. 

Der letzte Versuch diente lediglich zur Feststellung der 
GréBe der Harnsiureausscheidung im Urin. 

Differenzen bestehen bei den einzelnen Versuchen beziig- 
lich der Art, wie das Guanosin in Liésung gebracht wurde. 
Leitete man nach der Vorschrift Thannhausers in die Soda 
enthaltende heife Lésung Kohlendioxyd bis zur eben ein- 
getretenen Entfiirbung von Phenolphthalein ein, so fiel das 
Guanosin auch aus nur einprozentiger Lisung, also bei etwa 
100 cem Gesamtfliissigkeit, nach der Abkiihlung auf Kérper- 
temperatur wieder aus. Zwecks Verminderung des zu _ inji- 





1) Miinchener med. Wochenschr. Bd. 33 S. 1110 (1915). 
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zierenden Fliissigkeitsvolumens wurde bei zwei Versuchen 
Piperazin zugesetzt und dabei die Beobachtung gemacht, dafi 
dieses nur bei gleichzeitiger Gegenwart von Alkalikarbonat 
die Lésung des Guanosins in nennenswerter Weise beférdert. 
Da von anderer Seite eine schwache Vermehrung der Harn- 
siureausscheidung nach Piperazinzufuhr beobachtet worden 
ist, wurde dieses im letzten Versuche wiederum fortgelassen 
und das Guanosin dadurch in Lésung gehalten, daf die Fliissig- 
keit durch Soda gegen Phenolphthalein noch schwach alka- 


lisch war. 


Harnsdiure und Basenstickstoff im Harn wurden nach 
Kriiger und Schmid bestimmt. (Stets Doppelanalysen.) 


Versuch 1. 


atien Cee ras Jc e 5 4 TS » i ak i » aS ’ J m4 kK ; 
tient R., 25 Jahre, 51 kg, Hysterie, Nieren gesund, im Urin kein Albumen 








Harn- mg Harn- 









































Versuchs- | Urin- | Spez.|Ges.-N| siiure |Basen-N| Uhr- | siure in |Leuko- ~—— 
; , f ; ratur 
menge| Gew.]i.Harn}] im | i. Harn] zeit { 100 ccm | cyten 

Tag Stde. Harn Blut mrg.| abd. 

Vorperiode. 

1, 900 | 1020] 8,16 ]0,369] 0,005 37,3 37,0 

2 905 |1014] 6,46 10,327] 0,004 36,137,1 

3. 675 |1022] 6,99 ]0,384} 0,005 36,0/37,1 

Adenosin-Hauptperiode 
Am 4. Tage 9 Uhr vorm. 1,0 g Adenosin intramuskular. 

4. | 7v.-12 | 720 | 1007] 2,28 |0,084] (0,006 | 9v.] 2,1 7000 | 
12-3n. | 395 |1009] 1,69 |0,084] 0,002 [12m] 2,5 | 7500] | 
3n.6n.{ 160 |1011] 0,88 |0,054] 0,001 | 3n.| 3,1 [13800] | 
6n-Tv.| 360 1016] 3,02 [0,087] 0,002 | 
Summe } 1635 7,87 {0,809} 0,011 36,0/36,3 

5. 530 [1021] 5,97 | — | 6,002 }12m.] 3,0 7900 {36,4/37,1 

Zwischenperiode. 
6 405 11027] 5,78 [0,318] 0,008 36,4|37,4 
7. 550 11027} 6,86 [0,324] 0,003 36,4/36,3 


1280 | 1016] 7,68 [0,806] 0,007 


36,437,3 
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: Harn- mg Harn- 
Urin- |Spez.|Ges.-N} siure | Basen-N| Uhr- | siure in |Leuko- 


menge|Gew.]i.Harn| im | i, Harn | zeit | 100 ccm | cyten 
Harn Blut 


Tempe- 
ratur 


Versuchs- 


Tag | Stde. 


mrg.| abd, 





Guanosin- Hauptperiode. 
Am 9. Tage 11 Uhr vorm. 1,0 g Guanosin intramuskulir. 


7v.-11 440 | 10910] 1,88 [0,072] 0,003 
11-2n. | 550 119099] 1,66 {0,084} 0,008 
2n-dn.} 470 110907] 9,71 10,054] 0,002 
5n.-7v.]| 910 ] 1999] 3,64 10,153] 0,003 

Summe | 2370 7,89 10,363} 0,016 
840 8,14 |0,363} 0,005 


Nachperiode. 
| 595 | 1022 | 871 {0,291 | 0,004 | | 


Adenosin: Harnsiure-Tagesdurchschnitt der Vorperiode 0,369. Die Harnsiiureaus- 
scheidung am Injektionstage blieb hinter diesem Werte zuriick. Vom 
nichsten Tage ist der Harnsiiurewert verloren gegangen. 
des Adenosins in 22 ccm Wasser. 

Guanosin: Harnsaure-Tagesdurchschnitt der Zwischenperiode 0,316, U-Mehraus- 
scheidung wihrend der Hauptperiode 0,094. Da 1,0 Guanosin 0,5%2 
Harnsiiure entspricht, betriigt die Mehrausscheidung an Harnsiiure 
17,8°/o der Zufuhr. 


11 v. 
2 n. 
Dn. 


3,4 
4,4 
3,1 


6000 
12000 
10500 






































10. 1017 


11. | 


Lésung 


Versuch 2. 


Patient M., 21 Jahre, 64 kg, chronische Lungentuberkulose, Nieren gesuni, 
oO? — 
im Urin kein Albumen. 








Harn- mg Harn- 


Spez. 
Gew. 


Ges.-N 
i.Harn 


siiure 
im 
Harn 


Basen-N 
i. Harn 


Uhr- 
zeit 


siiure in 
100 cem 
Blut 


Leuko- 
cyten 


Tempe- 
ratur 


mrg. | abd. 











Vorperiode, 
0,357] 0,009 
0,315} 0,006 
0,273} 0,005 
0,279} 0,014 


2010 
2045 
1250 
1800 


1018 
1013 
1022 
1019 


12,95 
9,30 
7,09 
9,08 


36,4 | 
36,1 | 
36,4 
36,5) 3 


























Hauptperiode. 
Am 5. Tage 9 Uhr vorm. 1,0 g Guanosin intramuskulir. 
| 9v. 2,8 10400 
0,486} 0,017 |,12 m. 2,9 13600 
3 n. 2,1 15000 


36,5 

36,5 

37,1 
36,7 | 37,2 


1580 | 1012 

















1022] 9,58 |0,411} 0,009 








my &) 
iy 
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Vers.- | Urin- |Spez.| Ges.-N oa Basen-N}| Uhr- — Leuko- Tempe- 
Tag |menge|Gew.| i. Harn} im |i, Harn] zeit | 100 ccm | cyten ratur 
Harn Blut mrg.| abd. 
Nachperiode. 

7. | 2490 1014] 10,29 J0,309] 0,010 36,0| 36,6 
8. | 1900 | 1013 7,19 10,198] 0,009 36,6| 36,8 
9, | 2065 | 1018] 11,14 |0,276] 0,006 36,3| 36,5 
10. | 1800 | 1015 9,58 10,264] 0,015 35,8| 36,1 
11, | 1845 | 1021 8,39 |0,270] 0,009 35,9} 36,4 





Harnsdure-Tagesdurchschnitt der Vorperiode 0,306. Harnsiéure-Mehraus- 
scheidung wihrend der Hauptperiode 0,285. Da 1,0 Guanosin 0,592 Harnsiiure 
entspricht, betriigt die Mehrausscheidung an Harnsiure 53,9°/, der Zufuhr. 

Lisung des Guanosins in 90 ccm Wasser unter Zusatz von etwa 20 Tropfen 
Sodalisung und Einleitung von Kohlendioxydgas bis zur schwachen Rosafirbung 
mit Phenolphthalein. 


Versuch 3. 
Patient G., 43 Jahre, 58 kg, chronische Lungentuberkulose, Nieren gesund, 
im Urin kein Albumen. 











Harn- mg 



































Vers.-} Urin- | Spez. |Ges.-N] siure |Basen-N| Uhr- | Harn- |Leuko- 
a : .. |siure in Temperatur 
Tag |menge}] Gew. ji.Harn} im |i. Harn] zeit |100 ccm] cyten. 
Harn Blut morg. | abends 
Vorperiode. 
1. | 1000 | 1025 | 10,25] 0,405] 0,005 | — — — | 36,7 | 36,6 
2. | 1905 | 1017 | 13,49] 0,390] 0,010 | — — — | 36,1] 36,3 
3. 900 | 1022 | 7,57] 0,285] 0,004 | — — — | 36,4] 36,4 
4, | 1125 | 1024 | 10,01] 0,489] 0,007 | — — — | 35,7 | 36,7 
5. | 1900 | 1013 9,85 | 0,893] 0,011 — — _— 36,2 | 37,1 
Hauptperiode. 


Am 6, Tage, 10 Uhr vorm. 1,0 g Guanosin intramuskulir. 


a v.| 3,3 | 13600 36,5 
ln.j| 3,6 | 16400 36,0 


6. | 1850 | 1019 | 10,50] 0,609} 0,010 
| 4n.}| 3,4 | 15400 36,4 





























7. | 1260 | 1016 9,27} 0,486) 0,004 —_ — — | 39,2 | 38,2 
8. | 880 | 1027 | 12,46] 0,498] 0,011 | — | — | 26000] 36,4| 36,6 
Nachperiode. 

9. 840 | 1025 | 8,47] 0,309] 0,005 — — — 36,6 | 36,5 
10. | 1150 | 1026 | 10,15] 0,411] 0,003 — —_ _ 36,0 | 36,5 


11. | 1625 | 1024 | 6,83] 0,228] 0,014 — -- — 36,7 | 37,0 
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Harnsiure-T'agesdurchschnitt der Vorperiode 0,392. Harnsiiure 
Mehrausscheidung wiihrend der Hauptperiode 0,417. Da 1,0 Guanosin 
0,592 Harns&ure entspricht, betrigt die Mehrausscheidung an Harnsiure 
78,8°/, der Zufuhr. 

Lésung des Guanosins unter Zusatz von 1,0 Piperazin (ohne Alkali) 
in 60 com Wasser. 

Versuch 4. 
Patient L., 52 Jahre, 57 kg, Schwellung der Hand-, Knie- und Fufigelenke. 
Arthritis chronica. Nieren gesund, im Urin kein Albumen. 





Vers.- Urin- Spez. Ges.-N |Harnsiurel Basen-N 


r ies , : , ‘Temperatur 
lag menge | Gewicht | i. Harn i. Harn i. Harn [ 








morgens | sheands 








Vorperiode. 
1015 1023 9 52 0,483 0.019 
1245 1019 10,31 0,537 0,021 
96% 1018 7,78 0,402 0,021 
965 102% 9,18 0,486 (),022 
1195 1018 10.53 0.585 0,011 


~o 


QIAN 5 5 
So > Dm 























Hauptperiode. 

Am 6, Tage, 7.30 vorm, 1,0 g Guanosin intramuskulir. 
920 | 1021 | 8,51 | 0,678 0,042 | 36,8 
1130 1017 10.86 0,600 0,029 37,4 





Nachperiode. 
840 1019 37% 0,543 0,026 34,2 
700 1022 Vi 0,441 0,021 36,9 
700 1022 wr 0,44] 0,021] 36,7 
1000 1018 8, 0,495 0,018 36,8 
1275 1015 62 0,468 0,020 37,1 
1030 1014 6,16 0,465 0,031 O7,1 
* Urin in einer Portion untersucht. 

Harnsaure-Tagesdurchschnitt der Vorperiode 0,499. Harnsiiure-Mehr- 
ausscheidung wihrend derHauptperiode 0,280. Dal ,OGuanosin 0,592 Harnsaure 
entspricht, betriigt die Mehrausscheidung an Harnsiiure 53,0°/, der Zufuhr. 

Lésung des Guanosins in 90 com Wasser unter Zusatz von ca. 1 ccm 
konz. Sodalisung und Einleiten von Kohlendioxydgas bis zur schwachen 
Rosafarbung mit Phenolphthalein. 

Die Guanosin-Injektionen werden von den Versuchsper- 
sonen verschieden vertragen. Die Patienten 1 und 2 empfinden 
kaum irgendwelche subjektiven Beschwerden, wihrend Patient 
3 iiber sehr heftige Schmerzen an der Injektionsstelle klagt, 



































a 
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3 Tage lang nicht auf der injizierten Seite liegen kann und 
die Gegend der Kinspritzung sogar noch nach 3 Wochen als 
druckempfindlich bezeichnet. Patient 4 giebt an, etwa 2 Tage 
lang geringe Schmerzen gehabt zu haben. Entsprechend war 
in den ersten beiden Fallen keine wesentliche Temperatur- 
erhéhung zu beobachten, dagegen zeigte Fall 3 am Tage nach 
der Einspritzung hohes Fieber und Fall 4 eine einmalige steile 
Kieberzacke am Injektionstage selbst. 

Leukocytenzahlen und Harnsiuregehalt des Blutes zeigen 
nach den Injektionen einen miffigen Anstieg, der schon nach 
6 Stunden seinen Héhepunkt iiberschritten hat. 

Die Harnsiureausscheidung im Urin ist am Tage der 
Injektion des Guanosins selbst und an den folgenden 1 bis 
2 Tagen in allen Fillen erhéht. Lait man fiir die Be- 
rechnung die Méglichkeit unberiicksichtigt, daf 
Harnsiure als indirekte Folge der Guanosin-Injek- 
tionen gebildet werden und in den Urin gelangen 
kann und bezieht die ganze Mehrausscheidung ledig- 
lich auf den Umsatz des zugefiihrten Nukleosids, 
so ergiebt sich aus den 4 Versuchen ein Wiederer- 
scheinen von 

17,8°/, bzw. 53,9°/, bzw. 78,8°/, bzw. 53,0°/, 

des einverleibten Purinkérpers als Harnsdure. Der 
héchste Wert von 78,8°/, bezieht sich aber auf denjenigen 
Fall, bei dem die Injektion auberordentlich starke entziind- 
liche, mit hohem Fieber einhergehende Reaktion hervorgerufen 
hat, so dafi wir unbefangen diesen hohen Wert nicht ein- 
wandsfrei als rein exogen anerkennen kénnen. Ahnliche Be- 
denken liefien sich auch noch fiir einen anderen Versuch 
ins Feld fiihren, wenngleich die Reaktion auf die Injektion 
nicht so stark ausgesprochen war. Auf jeden Fall aber sprechen 
fiir einen quantitativen, sich innerhalb weniger Tage voliziehen- 
den Umsatz diese Versuche nicht. 

Herrn Professor Dr. Th. Brugsch danke ich fiir die 
Anregung zu dieser Arbeit und das Interesse, das er ihr bei 
der Ausfiihrung gewidmet hat. 
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* 


Harnsiure-Tagesdurchschnitt der Vorperiode 0,392. Harnsiiure- 
Mehrausscheidung wihrend der Hauptperiode 0,417. Da 1,0 Guanosin 
0,592 Harnsiure entspricht, betrigt die Mehrausscheidung an Harnsiure 
78,8°/, der Zufuhr. 

Lésung des Guanosins unter Zusatz von 1,0 Piperazin (ohne Alkali) 
in 60 com Wasser. 

Versuch 4. 
Patient L., 52 Jahre, 57 kg, Schwellung der Hand-, Knie- und Fufgelenke. 
Arthritis chronica. Nieren gesund, im Urin kein Albumen. 
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Vers.-| Urin- Spez.- Ges.-N |Harnsaure| Basen-N icietaidinn 
Tag | menge | Gewicht | i. Harn | i. Harn | i. Harn tae sat 
morgens | ahends 
Vorperiode. 
 e 1015 1023 9,52 0,483 0,019 36,8 37,3 
2 1245 1019 10,31 0,537 0,021 36,9 37,5 
3 968 1018 7,73 0,402 0,021 37,1 37.6 
4 965 1023 9,18 0,486 0,022 36,7 37,1 
5 1195 1018 10,53 0,585 0,011 36,7 37,5 
Hauptperiode. 
Am 6, Tage, 7.30 vorm, 1,0 g Guanosin intramuskulir. 

6. | 920 1021 8,51 0,678 0,042 36,8 39,1 
7. 1130 1017 10.86 0,600 0,029 37,4 37,5 
Nachperiode. 

8. 840 1019 8,73 0,543 0,026 37,2 37,3 
9, 700 1022 7,73 0,441 0,021 36,9 37,5* 
10. 700 1022 7,73 0,441 0,021 36,7 37,9* 
2%. 1000 1018 8,18 0,495 0,018 36,8 38,2 
2. 1275 1015 7,62 0,468 0,020 37,1 38,2 
13. 1030 1014 6,16 0,465 0,031 37,1 37,4 























* Urin in einer Portion untersucht. 

Harnsaure-Tagesdurchschnitt der Vorperiode 0,499. Harnsiiure-Mehr- 
ausscheidung wihrend derHauptperiode0,280. Da1,0Guanosin 0,592 Harnsaure 
entspricht, betrigt die Mehrausscheidung an Harnsiure 53,0°/, der Zufuhr. 

Lésung des Guanosins in 90 ccm Wasser unter Zusatz von ca. 1 ccm 
konz. Sodalésung und Einleiten von Kohlendioxydgas bis zur schwachen 
Rosafarbung mit Phenolphthalein. 

Die Guanosin-Injektionen werden von den Versuchsper- 
sonen verschieden vertragen. Die Patienten 1 und 2 empfinden 
kaum irgendwelche subjektiven Beschwerden, wihrend Patient 


3 iiber sehr heftige Schmerzen an der Injektionsstelle klagt, 
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3 Tage lang nicht auf der injizierten Seite liegen kann und 
die Gegend der Einspritzung sogar noch nach 3 Wochen als 
druckempfindlich bezeichnet. Patient 4 giebt an, etwa 2 Tage 
lang geringe Schmerzen gehabt zu haben. Entsprechend war 
in den ersten beiden Fallen keine wesentliche Temperatur- 
erhéhung zu beobachten, dagegen zeigte Fall 3 am Tage nach 
der Einspritzung hohes Fieber und Fall 4 eine einmalige steile 
Fieberzacke am Injektionstage selbst. 

Leukocytenzahlen und Harnsiéuregehalt des Blutes zeigen 
nach den Injektionen einen miffigen Anstieg, der schon nach 
6 Stunden seinen Héhepunkt tiberschritten hat. 

Die Harnsaureausscheidung im Urin ist am Tage der 
Injektion des Guanosins selbst und an den folgenden 1 bis 
2 Tagen in allen Fallen erhéht. Lafit man fiir die Be- 
rechnung die Méglichkeit unberiicksichtigt, daf 
Harnsiure als indirekte Folge der Guanosin-Injek- 
tionen gebildet werden und in den Urin gelangen 
kann und bezieht die ganze Mehrausscheidung ledig- 
lich auf den Umsatz des zugefiihrten Nukleosids, 
so ergiebt sich aus den 4 Versuchen ein Wiederer- 
scheinen von 

17,8°/, bzw. 53,9°/, bzw. 78,8°/, bzw. 53,0°/, 

des einverleibten Purinkérpers als Harnsaéure. Der 
héchste Wert von 78,8°/, bezieht sich aber auf denjenigen 
Fall, bei dem die Injektion auferordentlich starke entziind- 
liche, mit hohem Fieber einhergehende Reaktion hervorgerufen 
hat, so dafi wir unbefangen diesen hohen Wert nicht ein- 
wandsfrei als rein exogen anerkennen kénnen. Abhnliche Be- 
denken liefien sich auch noch fiir einen anderen Versuch 
ins Feld fiihren, wenngleich die Reaktion auf die Injektion 
nicht so stark ausgesprochen war. Auf jeden Fall aber sprechen 
fiir einen quantitativen, sich innerhalb weniger Tage voliziehen- 
den Umsatz diese Versuche nicht. 

Herrn Professor Dr. Th. Brugsch danke ich fiir die 
Anregung zu dieser Arbeit und das Interesse, das er ihr bei 
der Ausfiihrung gewidmet hat. 
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Uber die Analyse wi®riger Lisungen mit Hilfe des 
Refraktometers. 


Von 
Dr. Max de Crinis, Assistent. 





(Aus der Universitiitsnervenklinik in Graz. 
Vorstand: Prof. Dr. Fritz Hartmann.) 
Der Redaktion zugegangen am 2. August 1920. 








Berechnung des Prozentgehaltes einer wéfrigen Salz- 
lésung aus dem Brechungsindex. 


Wenn Lichtstrahlen auf die Trennungsfliche zweier durch- 
sichtiger Medien auftreffen, erhalten sie in der Regel eine 
zweifache Richtungsinderung: der eine Teil wird reflektiert, 
der andere Teil dringt in das neue Medium ein, erfiihrt aber 
an der Trennungsfliiche eine solche Richtungsinderung, dafi 
jeder Strahl daselbst abgeknickt oder gebrochen wird. 

Der Sinus des Einfallswinkels steht zum Sinus des Brechungs- 
winkels in einem konstanten Verhiltnis, das als Brechungskoef- 
fizient oder Brechungsindex bezeichnet wird. 

Der Brechungskoeffizient andert sich mit der Temperatur 
und demnach der Dichte der Medien. H. A. Lorentz und 
L. Lorentz stellten eine Formel auf, die die Lichtbrechung 
von diesen aiufseren Umstanden unabhingig macht und nur 
jenen Einfluf} bestehen lafit, welcher durch die Natur des be- 
treffenden Stoffes bedingt ist. Sie fanden 

i ee 
n?>+2 d 
Man nennt diesen Wert R die spezifische Refraktion. Daraus 
leitet sich der Begriff der Molekularrefraktion ab als Produkt 
der spezifischen Refraktion mit dem Molekulargewicht (M) 


oe 
MR== 1 M 





n? + 2 ““d 

Die weiteren Forschungen auf diesem Gebiete ergaben, dati 
die Molekularrefraktion von den Atomrefraktionen und der Art 
der Atombindung abhangig ist. 
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Auch die spezifische Refraktion von Lésungen setzt sich 
aus den spezifischen Refraktionen der einzelnen gelésten Bestand- 
teile in additiver Weise zusammen. Nach derH.A.Lorentzschen 
und L. Lorentzschen Forme] kann dies ausgedriickt werden: 


w—1 1 <p 3-1 1 


P. 


w+2 ¢@ < * ate G 


l 

P ist das Gewicht (Masse) der Mischungen, 

d die Dichte derselben, 

P, die Gewichtsmenge des Teiles, auf welchen sich die Gréfe n; 
und d; beziehen. 


Daraus ergibt sich die Abhangigkeit des Brechungs- 
quozienten n einer Mischung von den Brechungsquozienten 
n; ihrer Bestandteile und ihrer relativen Mengen. 

Man kann auf diese Weise aus der spezifischen Brechung 
der einzelnen Bestandteile eines Gemisches (entsprechend deren 
Prozentgehalt) durch einfache Addition die spezifische Brechung 
des Gemisches berechnen. Es ergeben sich dabei wohl geringe 
Abweichungen, die jedoch praktisch keine Rolle spielen. Um- 
gekehrt kann man aus der spezifischen Brechung des Gemisches 
auf die Menge des einen Bestandteiles schliefien, wenn man 
die spezifische Brechung und die Menge des anderen kennt. 

Aus der oben angefiihrten Abhangigkeit zwischen brechungs- 
index und Dichte eines Kérpers ergeben sich gesetzmifiige Be- 
ziehungen zwischen Brechungsindex und Prozentgehalt einer 
Lésung. | 

Da diese Beziehungen nur unvollstindig studiert und er- 
schlossen sind und daher ihre praktische Verwertbarkeit fiir 
quantitative Bestimmungen von wifirigen Lésungen bisher nicht 
miéglich war, soll im nachfolgenden das Brechungsvermégen von 
Lésungen mit verschiedenem Prozentgehalt untersucht werden. 

Aus der gesetzmifigen Beziehung zwischen Brechungsindex 
und Prozentgehalt wariger Lésungen ergab sich im weiteren 
auch eine quantitative Bestimmung von lIonen (Anionen und 
Kationen). Fiiralle diese Versuche beniitzte ich ein Pulfrichsches 
Kintauchrefraktometer und habe alle Versuche bei der gleichen 
Temperatur 17,5° C ausgefiihrt. 

Ich untersuchte Salzlisungen mit verschiedenem Prozent- 
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gehalt und verglich die Brechungsindices miteinander. Es ergab 
sich dabei: 


Brechungsindex des destillierten Wassers . . nD = 1.33320 
eine 1°/,ige Na Cl-Lisung (1 g Na Cl, 99 H,O) = 
natiirlich einen héheren Brechungsindex als de- 
stilliertes Wasser; er betriigt . . . . . . nD = 1.33496 
subtrahieren wir davon den Brechungsindex des 
destillierten Wassers ....... . . nD = 1,338320 
so erhalten wir als Differenz. . . . « BD = G.OC1I6 
Der brechungsindex einer 1°/,igen NaC i]. —_— 
ist also um 0.00176 héher als der des destillierten 
W assers. 
Ks setzt sich der Brechungsindex der 1°/,igen Na C1- 
Lésung zusammen aus dem Brechungsindex des 
destillierten Wassers . .... . . . » nD = 1.33320 
+ 0.00176 


ist gleich . . 1.53496 








Wiihrend wir den Brechungsindex nD einer 1°/,igen Na Cl- 
Lisung = 1.53496 als den , absoluten Brechungswert* bezeichnen 
wollen, sei jener Wert des Brechungsindex der 1°/,igen Na Cl- 
Lésung, den wir nach Abzug des Brechungsindex des destillierten 
Wassers vom absoluten Brechungswert bekommen, in unserem 
Fall also 0.00176, als .relativer Brechungswert“ bezeichnet. 

4 


Hine 2°/,ige Na Cl-Lésung ergibt als absoluten 

Breoceumpewert .. . 1. + 6 2 se el thlUlhlUl ee De LIZ 
subtrahieren wir hievon den Brechungswert des 

destillierten Wassers ...... =... + nD = 1,33320 
so erhalten wir den relativen Brechungswert einer 

2%oigen NaCl-Lisung ........ . 0.003852 


d. i. 0.00176 mal 2. 





Eine 2° i e Na Cl-Lisung hat also einen relativen 
0 a) 
Brechungswert der dop elt S80 ro ist als der re- 
to) ’ 
lative Brechun swert einer 1°/ igen Na Cl-Lésung. 
e 0*s> c 


Kine 10°/,ige Na Cl-Lésung hat einen absoluten 
Brechumgewert von . . 1. 2 6s 6 tl le el RD =e LOIS 


nach Abzug des Brechungswertes von destilliertem 
WOE 6 se se kt et ee EA 6 8 Oe eee 





erhalten wir einen relativen Brechungswert . . . 0.01758 
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Wenn wir den geringen Fehler der 2 EKinheiten der letzten 
Dezimale unberiicksichtigt lassen, 


ist das 10mal 0.00176. 


Die 10°,ige Na Cl-Lésung hat also einen 10 mal 
vgréHberen relativen Brechungswert als eine 1°/,ige 
Na Cl-Lésung. 

Kine 12°/,ige Na Cl-Lésung hat een 12mal gréferen, 
eine 15°/,ige einen 15 mal gréferen relativen Brechungswert. 

Ks ist also fiir Na Cl-Lésung: 

nD 1°, = 1.83320 + 0.00176 mal 1, 
nD 2°%/, = 1.53320 +- 0.00176 mal 2, 
nD 10°%/, = 1.33320 +- 0.00176 mal 10, 
nD 12°/, == 1.83320 + 0.00176 mal 12, 
nD 15°, 1.53320 + 0.00176 mal 15 
oder allgemein: 
nDy = 1.33320 + 0.00176 y. 

nD y bezeichnet den Brechungswert der y°/,igen Na Cl- 

Lisung. Daraus lift sich y (Prozentgehalt) bestimmen: , 
nDy — 1.33320 
0.00176 


Man kann also durch diese Formel aus dem Brechungswert 
einer Na Cl-Lésung den Prozentgehalt derselben berechnen. 
Dasselbe gilt auch fiir andere Salzlésungen. Durch Versuche, 
die ich in gleicher Weise anstellte, fand ich fiir Silbernitratlésung: 


Ag NO, nDy = 1.58320 +- 0.00119 y 
nDy — 1.33320 . 
ike 0.00119 
fiir Na NO, nDy = 1.35320 4- 0.00119 y 
; nDy — 1.83320 
y= "0.00119 
fiir HNO, nDy = 1.83320 + 0.00127 
Es nDy — 1.53320 
oe at 
fir Na Br nDy = 1.35520 4+ 0.001538 y 
___ aDy — 1.83820 
a 
fiir Na J nDy = 1.35320 + 0.00146 y 
nDy —- 1.33320 
~— ¥,00149 


ta 
. 
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fir Ba Cl, nDy = 1.33320 + 0.00135 y 
__ nDy — 1.83320 
y= ~~ 0.00185 
fiir Na,CO, nDy = 1.33320 + 0.00157 y 
__ nDy — 1.83320 
a a 





Allgemein lat sich also das Verhialtnis von 
Brechungsvermégen einer Salzlésung und deren 
Prozentgehalt ausdriicken durch die Gleichung’): 


x =a -+ by. 

x ist die absolute Brechung der Salzlisung, 

y der Prozentgehalt der Salzlésung, 

a stellt eine konstante Gréfe dar, nimlich die Brechung des Lisungs- 
mittels (Wasser). 

b ist ebenfalls eine konstante, nimlich der relative Brechungswert 
dieser Lisung, wenn sie 1°/,ig ist. 

Meine Untersuchungen stehen in einigem Zusammenhange 
aber im Widerspruch mit Bernhard Wagners Arbeit: Uber 
quantitative Bestimmungen wiafriger Lésungen mit dem Zeifi- 
schen Kintauchrefraktometer (Inaug.-Dissertation Jena 1903), 
welcher deshalb keine Beziehung zwischen Prozentgehalt wib- 
riger Lésungen und dem Brechungswerte finden konnte, weil 
er seine empirischen Werte mit Standardlésungen ermittelte, 
deren Gehalt er nicht — wie er anfiihrt — in Gewichtsprozenten, 
sondern als Konzentration (g Substanz in 100 ccm) in Rechnung 
gezogen hat. 

Er stellte 1°/,ige, 2°/,ige, 3°/,ige usw. Lésungen her, 
indem er 1 g, 2 g, 3 g usw. in destilliertem Wasser zum 
Volumen 100 cem léste. 

Der Gehalt meiner Lésungen entspricht der iiblichen Be- 
zeichnungsweise n °/, fiir n g Substanz in 100 g der fertigen 
Lésung. 

Es ist somit méglich, aus dem Brechungsindex 
einer Lésung, in der eine qualitativ ermittelte 
Substanz aufgelist ist, den Prozentgehalt (Gewichts- 


') Wenn diese gesetzmiifige Beziehung in der Physik bereits be- 
kannt war, so wurde sie jedoch nicht zu Berechnungen des Prozent- 
gehaltes herangezogen. 
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prozente) dieser Substanz zu errechnen, indem man 
den relativen Brechungswert dieser Lésung (x—a) durch 
jene Zahl dividiert, die fiir eine 1°/,ige Lésung dieser 
Substanz empirisch als ,relativer Brechungswert“ 
gefunden wurde. Bernhard Wagner hat infolge seiner 
unrichtigen Auffassung des Begriffes Prozentgehalt die Ab- 
hingigkeit des Brechungswertes in Formen von mehr minder 
gebogenen Kurven erhalten, wihrend, wie sich aus meinen 
Untersuchungen und der Gleichung x = a + by ergibt, die 
Beziehungen zwischen Brechungsexponenten und Prozentgehalt 
streng der Gleichung einer Geraden entsprechen. 

Aus den bisherigen Untersuchungen ist zu ersehen, 
dafi der Brechungsindex einer Lésung sich mit dem 
Prozentgehalt andert, und zwar so, dafs mit dem 
Ansteigen des Prozentgehaltes auch der relative 
Brechungswert linear proportional bezw. additiv 
zunimmt. 

Haben wir von zwei Lésungen die Brechungsindices er- 
mittelt, so kénnen wir den Brechungsindex des Lésungsge- 
misches dieser keiden Lésungen berechnen, vorausgesetzt, daf 
sich im Lésungszustande der Bestandteile nach Mischung dieser 
Lésungen nichts andert, dafs kein Kérper im neuen Gemische 
ausfallt. Der Brechungsindex dieser Mischung wird sich nach 
den oben erwahnten Gesetzen additiv zusammensetzen. 

Nehmen wir von jeder Lésung die gleiche Gewichtsmenge, 
so ist der relative Brechungswert des Liésungsgemisches gleich 
der Summe der relativen Brechungswerte der einzelnen Lésungen, 
dividiert durch 2. 


Beispiel: 
Na Cl-Lisung absoluter Brechungswert nD = 1.33496 
relativer Brechungswert = 0.00176 
Na NO,-Lisung absoluter Brechungswert = 1.33439 
relativer Brechungswert = 0.00119 


Nehmen wir von jeder Lésung die gleiche Gewichtsmenge 
(5 g), so ist der relative Brechungswert des Lésungsgemisches 
dieser beiden Lésungen gleich der Summe der relativen Brechungs- 
werte der einzelnen Lésungen, dividiert durch 2. 
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0.00176 
+ 0.00119 


0.00295 :2 = 0.00147. 
0.00147 ist also der relative Brechungswert des Gemisches. 
Den absoluten Brechungswert erhalten wir, wenn wir zum 
relativen Brechungswert den Brechungsindex des destillierten 
Wassers addieren : 





0.00147 
+ 1.33320 


1.53467. 


Diesen absoluten Brechungswert, den wir uns errechnet 
haben, werden wir auch am Refraktometer ablesen kénnen und 
werden beobachten kénnen, da} der berechnete Wert mit dem 
am Refraktometer abgelesenen genau iibereinstimmt. 

Wiirde aber ein Kérper in diesem Lésungsgemisch zum 
Ausfall kommen, so wire der Brechungswert um diesen aus- 
gefallenen Kérper geringer, und es wiirde eine Differenz 
zwischen dem berechneten Berechnungsindex und dem 
tatsichlich gefundenen bestehen. 

Diese Differenz zwischen dem errechneten und dem wirklich 
gefundenen Berechnungsindex ist also ein Maf flir die Menge des 
ausgefallenen Kérpers. 

Aus dieser Differenz lassen sich nun, wie im folgenden 
gezeigt wird, die Anionen und Kationen einer Lésung quantitativ 
bestimmen. 





Quantitative Anionen- und Kationen-Bestimmungen in Lésungen 
mittels des Refraktometers. 


Beispiel: 
Quantitative Cl-lonen-Bestimmungen: 
Na Cl + Ag NO, = Ag Cl + Na NO,. 


Wiirde Ag Cl nicht als Niederschlag ausfallen, sondern in 
Lisung bleiben, so wire der relative Brechungswert der Mischung 
von z. B. 5 g Na Cl-Lésung + 5 g Ag NO,-Lésung gleich der 
Summe der relativen Brechungswerte von Kochsalz (Na Cl) + 
dem relativen Brechungswert von Ag NO,, dividiert durch 2. 

Wollen wir den absoluten Brechungswert dieser Mischung 
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berechnen, so miissen wir den Brechungswert des Lésungsmittels 
(Wasser) dazu addieren. 


Fine beliebige Na Cl-Lésung (relativer Brechungswert) nD = 0.01015 
eine beliebige Ag NO,-Lisung (relativer Brechungswert) nD = 0.02005 





der relative Brechungswert dieser Mischung von je 5g 
wire, wenn Ag Cl nicht ausfallen wiirde . . nD = 0.03020: 2 


das ist . . nD = 0.01510 
Der absolute Brechungswert des Gemisches wire rela- 











tiver Brechungswert der Mischung . ; = 1.33320 
+ Brechungswert des Lisungsmittels (destill. Whew) + = 0.01510 
das ist . . nD = 1.34830 
Es fallt aber Ag Cl aus. Daher ist der Brechungswert 
geringer, als er errechnet wurde, und betrigt . . nD = 1.33690 
Durch das Ausfallen von Ag Cl hat sich also der Bre- 
se atinan verringert um .... . a tes = 0.01140. 


Jé mehr Cl-Anionen anwesend sila desto mehr Ag Cl wird 
ausfallen und desto gréfier wird die Differenz zwischen dem 
errechneten Brechungswerte und dem wirklich gefundenen sein. 

Ist der relative Brechungswert einer Lésung bekannt, 
welche gerade 1°/, Chlor (als Anion) enthalt, so kann ich das 
Silberchlorid, welches von einer solchen Lésung ausgefallt wird, 
bestimmen. 


Beispiel: 
1°/,ige Chlor-(Anion-)Lisung = 1.651°/,ige Na Cl-Lésung, 
relativer Brechungswert . . . o « « « - BD = OO 
Ag NO,-Lésung, relativer Scdhantiainns oe «- DD a Oe 





Das Gemisch von gleichem Gewicht dieser Lisungen 
wiirde ohne Ausfallung des Ag Cl einen Brechungs- 





WOR CE UE 4. ke ko Se ee ee 0.02295 : 2 
das ist . . 0.01148. 
Der absolute Brechungswert des Gemisches wiire +- 
Brechungswert des Wassers ....... =. + 1.33320 





das ist also . . nD = 1.34468. 
Durch den Ausfall des AgCl ist der Brechungswert 
getmger und betrigt . 40. sk eet tw 1.34143 


Die Differenz betrigt demnach. . ....... 0.00325. 





Durch eine 1°/,ige Chlor-lonen-Lésung fallt Ag Cl aus, 
welches den Brechungswert der Mischung um 0.00325 zu ver- 


ringern imstande ist. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 20 
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Kine 2°/,ige Chlor-Ionen-Lisung wird 2 mal so viel Ag C] 
ausfillen, so dai sich der Brechungswert der Mischung um 
2mal 0.00325 verringern wird. 

Wir kénnen daher aus der Differenz des berechneten 
Brechungswertes und dem gefundenen auf den Prozentgehalt 
der Chlor-Ionen-Lésung schliefben. 
nD berechnet — nD gefunden 

0.003825 ; 

Diese Formel gilt natiirlich nur fiir Chlor-Ionen-Be- 

stimmungen. 


Demnach la4Bt sich nach der Formel 


nDR x °/, — nDO x °/, 
P ¥ , 


der Prozentgehalt an lonen in waBrigen Lisungen exakt bestimmen. 


P — 


Pp — 


P == Prozentgehalt, nDR x°/, == Brechungsindex der x°/,igen Lisung 
durch Rechnung, nDO x°/, = optisch gefundener Brechungsindex der x°/,igen 
Lésung, K = nDR1°/, — nDO 1°/, der 1°/,igen Ionenlésung. 


Praktische Ausfiihrung der Methode. 


Erfordernisse: 


1. Ein Pulfrichsches Kintauchrefraktometer, dazu: Trog, 
ein Aufhiingeapparat fiir das Refraktometer, Thermometer, kleine 
Bechergliiser, 2—2,3 cm Durchmesser, ca. 5 cm Hohe, wie sie 
fiir das Eintauchrefraktometer geliefert werden. 

2. Kine Apothekerwage, noch 0,01 g anzeigend, mit der 
Tragfihigkeit von mindestens 10—20 g. 


Ausfiihrung: 


Man gibt auf jede Wageschale ein Becherglas und tariert 
sie mit Schrot und spiter mit Papierschnitzel so aus, daf} die 
Wage ins Gleichgewicht kommt. Hierauf fiillt man das eine 
Becherglas bis zum ersten Drittel mit der zu untersuchenden 
Fliissigkeit (5—8 g), deren Brechungsindex zuvor bestimmt 
wurde; dann giefit man in das andere Becherglas vom Reagens, 
durch welches Ionen ausgefillt werden, bis dieses Becherglas 
das Gewicht des andern erreicht hat. Hat man zuviel Reagens 
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in das Becherglas gefiillt, so kann man durch tropfenweises 
Nachfiillen des anderen Becherglases das Gleichgewicht wieder 
herstellen. 

Hierauf vermengt man den Inhalt beider Bechergliser durch 
oftmaliges Umleeren, liifit den Niederschlag absitzen, oder zen- 
trifugiert denselben ab. Die klare, iiber den Niederschlag stehende 
Flissigkeit wird abpipettiert und der Brechungsexponent der- 
selben ermittelt. Aus den Brechungsindices beider Lésungen 
vor der Mischung und dem Brechungsindex des Lisungsgemenges 
nach der Ausfillung erfolgt die Berechnung nach den friiher 
ausgefiihrten Grundsitzen. 

Ks ist iiberfliissig, den Brechungsindex des Lésungsgemisches 
durch die Summe des relativen Brechungswertes zv errechnen, 
wie dies oben aus Griinden der Ableitung dargestellt wurde, 
von dem wir den Brechungsindex des Lésungsgemisches bekamen, 
in welchem kein Kérper ausfallt, indem wir die Brechungs- 
indices der Lésung und des Reagens addiert und durch 2 divi- 
diert haben. 


Beispiel: 
SA ee ee 
Ag NO,-Lisung ......... . BD = 1,35825 
das ist zusammen = 2,68935 : 2 
a RS a bi ee ewe ee = 1.34468 
Wr Sen. ge ee Ss Ts == 1.34148 
Differenz nD berechnet — nD gefunden . = 0.00325 
— nD berechnet — nD gefunden 
0.00325 ° 


Auf diese Weise habe ich durch Bestimmungen an Standard- 
lésungen von 1°/,igen Cl-, Ag-, Ba-, SO,-, Mg-, PO,-Ionen jene 
Differenz ermittelt, die sich aus dem berechneten und dem 
tatsiichlich gefundenen Brechungsindex ergibt, so daf} es méglich 
ist, mit Hilfe dieser ermittelten Werte den Prozentgehalt von 
Cl-, Hg-, Ba-, SO,-, Mg-, PO,-Ionen in Liésung zu berechnen. 

Nach meinen Untersuchungen gelten die Werte: 
nD berechnet — nD gefunden 

0.00325 
_BD berechnet — nD gefunden 
0.00080 


fiir Cl-lonen P = 








fir Ag-Ilonen P = 
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nD berechnet — nD gefunden 
fiir Ba-Ionen P —_— ee ee 0.00080 | ae 
: nD berechnet — nD gefunden 

fir SO,-Ionen P = ——— IEE _ 
nD berechnet — nD gefunden 
0.00675 
_nD berechnet — nD gefunden 
0.00166 

nD berechnet — nD gefunden 
fii ¢ -I¢ 2 Rn Pe ef ii sihieietiiadinadiaions Midiaiernatesditoal ° 
r Ca-lonen’ [| 0.00370 ‘ 


fir Mg-Jonen P = 











fiir PO,-Ionen P 


Zusammenfassung. 


Aus der Arbeit ergibt sich folgendes fiir die chemische 
Analyse wifriger Lisungen: 


1. Das Brechungsvermégen einer Salzlisung ist dem Prozent- 
gehalte der Lisung an Salz direkt und linear proportional 
und lafit sich durch die Gleichung x = a+ by ausdriicken. 
Diese Gesetzmifigkeit besteht nattirlich nur in solchen 
Lésungen, bei denen es nicht zu den Erscheinungen 
der Molekularattraktion kommt. 


Durch Ermittlung dieser gesetzmibigen Beziehung 
zwischen Brechungsindex und Prozentgehalt laft sich 
aus einer Lisung, deren Brechungsindex bekannt. ist, 
der Prozentgehalt berechnen nach der Formel: 


b . 
nD x°/, ist der Brechungsindex der x °/,igen Lisung, b der fiir eine 
1°/,ige Liésung des Salzes gefundene relative Brechungswert. 
1.33320 ist der Brechungsindex des destillierten Wassers. 
Der Brechungsindex eines Gemisches aus gleichen Teilen 
verschiedener Salzlésungen ergibt sich aus der Summe 
der Brechungsindicen der einzelnen Lésungen. 


Fallt in einem Lisungsgemisch ein K6rper aus, so ist 
die Differenz zwischen dem errechneten und wirklich 
gefundenen Brechungsindex das Maf} fiir die Menge des 
ausgefallenen Korpers. 
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5. Es lit sich demnach der Ionengehalt einer waifrigen 
Lésung durch die Formel 


nDRx°/, — nDOx°/, 


P= K 
exakt bestimmen. 


P == Prozentgehalt. 

nDR x°/, = Brechungsindex der x°/,igen Lisung durch Rechnung. 
nDO x°/, = optischer Brechungsindex der x°/,igen Lésung. 

K = nDR1°/, — nDO1°/, einer 1°/,igen Lésung. 

















Die Monoaminosiuren der Linsenproteine. 
Von 


Prof. Dr: A. Jess, Oberarzt der Univ.-Augenklinik zu GieBen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1920.) 


Die chemischen Verinderungen, welche in der Linse des 
Auges im Falle ihrer Triibung, der Starerkrankung, nachzu- 
weisen sein diirften, beanspruchen in hohem Mabe das In- 
teresse der Ophthalmologen. Ist doch zu hoffen, daB auf 
diesem, bisher kaum begangenen Wege unser Verstindnis fiir 
die Entstehung des Stares in allen seinen verschiedenen 
Formen von ganz anderen Gesichtspunkten aus_ erweitert 
werden kann. Ich habe in friiheren Arbeiten (,,Zur Chemie 
der Cataracta senilis*, Arch. f. Aghlk. Bd. 71, S. 3, und 
,beitrige zur Kenntnis der Chemie der normalen und der 
pathologisch verinderten Linse des Auges‘, Zeitschr. f. Bio- 
logie 1913) zunichst den Nachweis gefiihrt, daf} die sogenannte 
Cysteinreaktion, d. h. die Rotfarbung mit Nitroprussidnatrium 
und Ammoniak, welche die meisten tierischen und viele 
pflanzlichen Eiweifikérper geben (Heffter'), Arnold?), die 
in der normalen Linse aufierordentlich intensiv ausfallt, aber 
nach Reif*) *) Untersuchungen bei ihrer kataraktésen Umwand- 





1) Heffter, Die reduzierenden Bestandteile der tierischen Organe, 
Med. naturw. Archiv Bd. 1. Ref. in: Jahresbericht iiber die Fortschritte 
der Tierchemie Bd. 67, 8. 565. 

*) Arnold, Eine Farbreaktion von Eiweifkérpern mit Nitroprussid- 
natrium, Diese Zeitschr. Bd. 70. 

3) ReiB, Uber die Cysteinreaktion der normalen und der patholo- 
gisch veriinderten Linse, Graefes Arch. f. Ophthal. Bd. 80, S. 588. 

*) ReiB, Die Bestimmung der Reife des Alterstares auf Grund 
biochemischer Reaktion der Linse, Arch. f. Aghlk. Bd. 72, S. 2. 
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lung mehr oder weniger verschwindet, daf} diese Reaktion in 
der Hauptsache an das §-Kristallin, in geringerem Mafie an 
das a-Kristallin gebunden ist, dafi sie aber bei der wasser- 
unléslichen Eiweifiart der Linse, dem sogenannten Albumoid 
(Mérner’), véllig fehlt. Es lag deshalb die Vermutung nahe, 
dafi eben der Verlust der wasserléslichen ,,Kristalline“ mit 
der krankhaften Triibung der klaren Linsensubstanz Hand in 
Hand gehe, wobei es zuniichst offen blieb, ob mit einem Aus- 
tritt dieser beiden Eiweifikérper aus der Linse oder vielleicht 
mit einer Umwandlung derselben in die unlésliche Eiweifart 
durch Abspaltung gewisser Bausteine zu rechnen sei. Durch 
sorgfiltige quantitative Untersuchungen an zahlreichen ein- 
zelnen normalen und kataraktésen Rinderlinsen konnte 
ich*) dann feststellen, daf} die wihrend des ganzen Lebens 
gleichmaffiig weiterwachsende Linse allmahlich eine Verschie- 
bung der Mengenverhiltnisse der EHiweifiarten erkennen lafit. 
Wahrend in ganz jugendlichen Linsen die wasserléslichen 
Proteine, also die beiden Kristalline, und das nur spurweise 
vorkommende Albumin (Mérner*) den Hauptteil des Gesamt- 
eiweifies ausmachen, nimmt im Alter das Albumoid an Menge 
bedeutend zu. Das Verhialtnis der Kristalline wechselt schon 
in der normalen Linse von 82:18 in der Jugend bis zu 41:59 
im Alter, oder auf das Linsengewicht berechnet: von 25,5 °/, : 
5,6°/, bis zu 14,8°/,:21,5°/,. Anatomisch findet diese Ande- 
rung der chemischen Zusammensetzung ihren Ausdruck in 
der Linsensklerose, klinisch in dem Verlust der Akkomodations- 
fahigkeit, d. h. in der Méglichkeit, nach Entspannung der 
Zonulafasern die Linse sich der Kugelgestalt naihern zu lassen 
und dadurch die Refraktion des Auges zu erhéhen, um ein 
deutliches Sehen auch in der Nihe zu erzielen. 

Bei kataraktésen Linsen zeigte sich nun aber das Mengen- 
verhiltnis der léslichen Eiweifie zum Albumoid in noch viel 
stiirkerem Mafie verschoben und zwar bis auf 25:75. Dabei 


1) Mérner, Untersuchung der Proteinsubstanzen in den lichtbre- 
chenden Medien des Auges I, Diese Zeitschr. Bd. 18, S. 61. 

SL. 
} 1. ¢. 
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hatten alle Linsen erheblich an Gewicht abgenommen infolge 
hochgradigen Wasserverlustes und erheblicher Eiweibabgabe. 
Diese letztere war jedoch nur auf Kosten der Kristalline er- 
folgt, wiihrend das Albumoid in der Mehrzahl der Fille sogar 
eine absolute Zunahme erfahren hatte, welche den Gedanken 
an die Méglichkeit einer Umwandlung der ersten Eiweil}- 
arten in die letztere in der Tat nicht ganz unberechtigt er- 
scheinen lief}. 

Da meine weiteren Untersuchungen ferner den Beweis 
lieferten, dafs der Gehalt an a&therléslichen Bestandteilen in 
der Starlinse keineswegs, wie friiher vielfach angenommen 
wurde, vermehrt war, daf} von einer Verfettung der Linsen- 
substanz also keine Rede sein konnte, erschien es von ganz 
besonderer Wichtigkeit, die Kenntnis der von Mirner s, Zt. 
isolierten drei hauptsichlichen EiweiBarten auf der Grundlage 
der modernen Eiweifichemie zu férdern. Ich schlofi meine 
damalige Arbeit deshalb mit den Worten: 

»Die schwierigste, vom physiologisch-chemischen Stand- 
punkt aber interessanteste Aufgabe bleibt, durch Aufspalten 
der Eiweifjarten nach der Kossel-Kutscherschen resp. 
Emil Fischerschen Methode in ihre Aminosiuren Unter- 
schiede in ihrer Zusammensetzung festzustellen, welche den 
Vorgang einer Umwandlung der Kristalline in das Albumoid 
dem Verstindnis niher bringen, nachdem durch meine friiheren 
Untersuchungen bereits der Nachweis erbracht wurde, dab 
eine Aminosiure, das Cystein, nur in den Kristallinen, nicht 
im Albumoid vorhanden ist.“ 

Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde durch den langen 
Krieg verhindert, nach seiner Beendigung durch die Schwierig- 
keiten der Materialbeschaffung erheblich verzégert. 

Herr Geheimrat Abderhalden hat es mir in freund- 
lichster Weise ermdglicht, die Aufspaltung der Eiweifie in 
ihre Monoaminosiiuren nach der Emil Fischerschen Methode 
an seinem Institut durchzufiihren. Ich bin ihm fir sein 
liebenswiirdiges Entgegenkommen, fiir seine Unterstiitzung 
und fiir sein Interesse an meiner Arbeit zu grofBem Dank 
verpflichtet. Ebenso danke ich seinen Assistenten, Herrn 
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Privatdozent Dr. Fodor, fiir manche Ratschlige und Herrn 
Privatdozent Dr. Weil fiir seine freundliche Hilfe, welche 
mir die Einarbeit in die Methodik und die Durchfiihrung der 
Arbeit trotz schwieriger iufjerer Verhiltnisse besonders er- 
leichtert hat. 

Um geniigende Mengen der drei Linseneiweifjarten zu 
erhalten, habe ich zunachst in Giefien aus etwa 3000 Rinder- 
linsen die drei hauptsichlichsten Proteine gewonnen. Die 
Sammlung einer solchen Menge von Linsen begegnete unter 
den heutigen Verhiltnissen naturgemif} grofien Schwierig- 
keiten und sie mufite in den Winter verlegt werden, da die 
Rinderaugen gréfitenteils einem kiirzeren oder langeren Bahn- 
transport ausgesetzt waren. Durch das Kntgegenkommen 
der Schlachthausverwaltungen einer gréfieren Anzahl’ benach- 
barter Stiidte, besonders auch des besetzten Gebietes, gelang 
es mir, nach und nach die nétige Anzahl zusammen zu bringen. 
Die meisten Augen kamen 24—48 Stunden nach der Schlach- 
tung in noch vollig frischem Zustand in meine Hinde, alle 
ilteren und schon deutliche Zeichen der Zersetzung aufwei- 
senden Augen wurden ausgeschaltet, ebenso aber auch die- 
jenigen, bei welchen die bekannte Erscheinung der Kilte- 
triibung der Linse anzeigte, daf} sie angefroren gewesen waren. 
Jedesmal etwa 100 der frischen Rinderlinsen wurden nach 
vorsichtigem Herausnehmen aus den iiquatorial aufgeschnit- 
tenen Augipfeln und nachdem die Kapsel ohne Substanzverlust 
entfernt worden war, in einer Metallpresse zerquetscht, die 
hirteren Linsenkerne sodann noch durch feine Drahtsiebe 
hindurchgedriickt und gerieben und mit soviel destilliertem 
Wasser aufgenommen, dafi auf jede Linse 20 ccm kamen; die 
milchigweife Fliissigkeit wurde in verschlieSbaren Stand- 
zylindern lingere Zeit kraftig geschiittelt und nach Zusatz 
von etwas Chloroform 24 Stunden an der Kilte stehen ge- 
lassen, wobei wiederholtes Schiitteln fiir méglichste Auflésung 
der wasserlislichen Proteine sorgte. Durch 1 stiindiges Zen- 
trifugieren (bis 2000 Umdrehungen in der Minute) wurde das 
wasserunlésliche Albumoid zu Boden geschlagen. Um es voll- 
kommen von léslichem Eiweif} zu reinigen, wurde der Nieder- 
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schlag noch 5mal mit destilliertem Wasser aufgenommen, 
kriftig durchgeschiittelt, unter Chloroformzusatz stehengelassen 
und wiederum abzentrifugiert. Naturgemif} ging hier bei 
jedesmal '/,stiindigem Zentrifugieren mit dem Waschwasser 
auch ein Teil des Albumoids verloren, so daf} die schlieBliche 
Ausbeute verhiltnismiffig gering war. Die Erfahrung lehrte, 
dafi nach 5maligem Auswaschen des Niederschlages die 
Hellersche Probe im Waschwasser negativ ausfiel. Auch 
gab der Niederschlag jetzt nur noch ganz schwach die vorher 
sehr intensive Cysteinreaktion, so daf} mit einiger Sicherheit 
angenommen werden konnte, daf} ihm héchstens noch geringe 
Spuren der léslichen Proteine beigemengt waren. Er wurde 
mit Alkohol aufgenommen, abfiltriert, in warmer Luft ge- 
trocknet und zu einem feinen Pulver verrieben. Die nach 
dem erstmaligen 1 stiindigen Zentrifugieren gewonnene F'liissig- 
keit enthielt aufier wohl nur geringen noch suspendierten 
Albumoidteilchen die lislichen Kristalline und das ja nur spur- 
weise vorkommende Albumin. Um zunichst das 2-Kristallin 
zu erhalten, wurde die Lésung unter stiindigem Umriihren mit 
0,1°/, Essigsiure versetzt, bis die ganze Menge etwa 0,03°/, 
Kssigsiiure enthielt. Es entstand eine reichliche, duferst 
feinflockige Fillung, die auf der Nutsche scharf abgesaugt 
und ausgepreBt, mit Alkohol gewaschen, getrocknet und zu 
Pulver verrieben wurde. Diese genau nach Mérners’) Vor- 
schrift gewonnene Eiweififraktion stellte das «-Kristallin dar. 
Dafi sie nur ganz wenig durch $-Kristallin verunreinigt war, 
ergab sich aus dem verhiiltnismafiig schwachen Ausfall der 
Nitroprussidnatriumreaktion. Auf mehrfaches Wiederauflésen 
und Neuausfillen des Niederschlages, um ihn von allen Spuren 
des durch Essigsiiure nicht fallbaren Proteins zu befreien, 
mute verzichtet werden, da der Prozef} dadurch so lange 
ausgedehnt worden wire, daf} eine Zersetzung der Eiweifi- 
kérper kaum zu vermeiden gewesen sein diirfte. In dem 
wasserklaren, nur mehr oder weniger leicht opaken Filtrat 
befand sich das @-Kristallin und das nur spurweise vorkom- 
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mende Albumin. Dieses letztere fiir sich zu gewinnen, war 
bei seiner geringen Menge — von den 35°/, Eiweifi der Linse 
kommen nur 0,2°/, auf das Albumin — und aus dem eben 
schon angefiihrten Grunde unméglich. Es wurde deshalb das 
-Kristallin zusammen mit dem Albumin mit absolutem Al- 
kohol gefallt. Der aus der klaren Liésung sich ausscheidende 
sehr reichliche weilie Niederschlag wurde ebenso wie das 
a-Kristallin gewonnen und unter Vernachlassigung der geringen 
Verunreinigung durch das Albumin als £-Kristallin bezeichnet. 
Auch Mérner ging fiir die elementare Untersuchung dieses 
Proteins so vor und bemerkte dazu, dali ,der unbedeutende 
Teil albuminartigen Eiweifistoffes, der darin enthalten ist, 
nicht in bemerkenswertem Mafie auf das Resultat der Ana- 
lyse einwirken kann‘*?’). 

Die so erhaltenen EHiweifarten zeigten denselben unter- 
einander leicht differierenden Stickstoffgehalt, welchen Mérner 
nach vielfachen Analysen als Mittelwert festgestellt hatte. 

Mehrere Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl in einer 
exsikkatortrockenen Portion der in der eben geschilderten Weise 
gewonnenen Eiweifiarten ergaben fiir: 


Albumoid im Durchschnitt 16,34°/, (Mérner 16,62°/,), 
a-Kristallin _,, : 16,46°/, N (Mérner 16,68°/,), 
8-Kristallin , ‘ 17,0°/, N (Mérner 17,04°/,). 
Es ist angesichts dieser gut iibereinstimmenden Verhiltnis- 
zahlen an der Identitaét der gewonnenen Eiweifiarten mit den 
von Mérner aus der Linse isolierten Proteinen wohl nicht 
zu zweifeln; die bei der Trennung derselben voneinander nicht 
zu vermeidenden gegenseitigen Verunreinigungen sind offenbar 
sehr gering und kommen als Fehlerquellen nicht in Betracht. 
Fiir einen Teil dieser praiparativen Arbeiten wurden mir 
von Herrn Professor Biirker und Herrn Privatdozenten 
Dr. Feulgen die Einrichtungen des Giefiener physiologischen 
Instituts in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt. 
In Halle habe ich sodann alle drei Kiweifarten neben- 
einander der Hydrolyse mit 25°/, H,SO, unterworfen. Nach 


SL « 8. 9. 
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quantitativer Entfernung der Siure mit BaCO, wurde durch 
Kinengen des Hydrolysates das Tyrosin zur Ausscheidung 
gebracht, sodann in der iiblichen Weise mit absolutem Alkohol 
und trockenem Salzsiiuregas verestert. Nach 2maligem ver- 
geblichen Versuch, Glykokollesterchlorhydrat zu ge- 
winnen und nochmaliger Veresterung des eingedampften 
Riickstandes wurden die Ester mit Natronlauge und Kalium- 
karbonat in Freiheit gesetzt, in Ather aufgenommen, 12 S tun- 
den iiber Magnesiumsulfat getrocknet und sodann nach Ab- 
dampfen des Athers der fraktionierten Destillation unter- 
worfen. 


Vier Fraktionen wurden aufgefangen: 


die erste bis 60° des Wasserbades bei 12—15 mm Druck, 


» zweite , 100° , a , 12—15 , . 
9 dritte 9 100° » 9 ” 0,1—0,5 ” ” 
, vierte , 175° , Olbades » 01—0,9 , » 


Die Verseifung und Weiterverarbeitung der Ester erfolgte 
genau nach den Vorschriften, wie sie von Abderhalden in 
seinem Werke ,Neuere Ergebnisse auf dem Gebiet der spe- 
ziellen Kiweiichemie* (Verlag von Fischer, Jena 1909) S. 18 ff. 
gegeben worden sind. Der sirupése tiefdunkle Destillations- 
riickstand wurde als Fraktion 5 bezeichnet, 30 Stunden mit 
Salzsiure gekocht und durch 8maliges Kochen mit Tierkohle 
vom gréften Teil seiner Farbstoffe befreit, so dafs schlieblich 
eine hellgelb gefarbte Fliissigkeit iibrig blieb, aus welcher die 
Glutamins&ure als Chlorhydrat gewonnen wurde. 

Alle drei Eiweifarten wurden so auf die gleiche Weise 
behandelt, die Fehlerquellen sind also iiberall dieselben und 
es diirfte demnach nicht unberechtigt sein, die gewonnenen 
Zahlen des Gehaltes an einzelnen Aminoséuren untereinander 
zu vergleichen, obgleich die Methode an sich keinen Anspruch 
darauf machen kann, als eine quantitative zu gelten, wie 
Abderhalden es wiederholt hervorhebt, und wie die Arbeiten 
von Abderhalden und Weil): ,,Uber die bei der Isolierung 





1) Diese Zeitschr. Bd. 74, S. 445 und Bd, 77, 8S. 59. 
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der Monoaminosiuren mit Hilfe der Estermethode entstehenden 
Verluste* es erkennen lassen. 

Die zuniichst folgende Tabelle I gibt eine Ubersicht iiber 
die Verteilung des Stickstoffes bei der Verarbeitung der ein- 
zelnen Eiweifikérper, die ersten drei Reihen zeigen die ab- 
soluten Zahlen, die folgenden die Prozentzahlen auf den Stick- 
stoffgehalt des Ausgangsmaterials berechnet, die letzten drei 
die Verhiltniszahlen zum Atherextrakt der Ester. 

Bemerkenswert ist in dieser ersten Tabelle, dab der 
Melaninriickstand des £-Kristallins auf erordentlich gering ist 
gegeniiber dem der beiden andern Eiweifiarten. Es kommt 
auf ihn nur 0,1°/, des Stickstoffes, wihrend er beim a-Kri- 
stallin 1,1°/,, beim Albumoid 0,6°/, betrigt. Ferner fallt auf, 
dafs der Ammoniakgehalt beim 6-Kristallin verhaltnismafig 
grof} ist; 11,4°/, entfallen auf ihn, beim a-Kristallin 7,1°/,, 
beim Albumoid nur 6,0°/,. Im Barytriickstand ging trotz 
5—S8maligen Auskochens und Auswaschens, bis das Filtrat 
nicht mehr Millons Reaktion gab, ein nicht unbetrichtlicher 
Teil Stickstoff (13—21,5°/,) verloren. Bei der Infreiheit- 
setzung der Ester blieb annihernd die Halfte des noch vor- 
handenen Stickstoffes im Karbonatriickstand. Die fiir den 
Atherextrakt angegebene Zahl wurde aus der Differenz des 
tyrosinfreien Barytfiltrats und des Karbonatriickstandes be- 
rechnet. Fiir die Gewinnung der Monoaminosiuren blieben 
demnach 36,6—40,3°/, des Ausgangsmaterials zuriick. Bei 
der Destillation der Ester zeigten die einzelnen Fraktionen 
des Albumoids und des a-Kristallins weitgehende Uberein- 
stimmung im Stickstoffgehalt, wihrend beim §-Kristallin in 
der zweiten und vierten erheblich geringere, in der dritten 
Fraktion aber um so gréfere N-Werte gefunden wurden. Der 
Stickstoffverlust bei der fraktionierten Destillation der Ester 
war beim @-Kristallin gréfier als bei den anderen Proteinen, 
was wohl zum Teil auf den héheren Ammoniakgehalt zuriick- 
gefiihrt werden muf. 

Die Gesamtmenge des Phenylalanins wurde aus dem 
Gewicht der Ester berechnet, da bei der fraktionierten Kri- 
stallisation des Phenylalanins des $-Kristallins und des Albu- 
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Tabelle I. 
aKr.| Kr.) Ad. | o-Kr.| @-Kr.| Ad, [oKr.| 2-Kr.| Aa 
gNigN | g N %o lo °lo "lo ‘lo dP 
| von I| von I} von I} v. Vb |v. Vbiv. Vb 
i | 
| | ie 
I, Ausgangs- | | 
material . | 34,02/ 35,04/ 18,2 {100,0 |100,0 |100,0 —_ |; — | — 
II, a) Hydro- | 
lysat . 33,63 | 34,65 18,1 | 98,9 | 98,8 | 99,4 —_|;— | — 
b) Probe- | | | 
entnahme 0,39; 0,16) 0,1 1,1 0,5 0,05} — — | — 
c) Ammo- | | | 
niak 2,4 3,98, 1,1 7,1 | 11,4 6,0 — |—j;j— 
d) Melanin} 0,39; 0,03 0,11] 11 | 01 | 06/ — — | + 
III. a) Baryt- | | 
filtrat ohne | | 
Tyrosin . | 28,23; 28,76 13,9 | 83,0 | 82,0 | 76,5 _ ae 
b) Baryt- | | 
riickstand | 4,4 | 5,16) 3,9 | 130 | 14,7 | 215 | — | — | — 
c) Probe- | | | | | 
entnahme 0.48; 05 0,067 1,2 1,4 0,3 — |; —}— 
d) Tyrosin} 0,57) 0,57; 0,31] 1,7 | 16/147} — | — | — 
IV. Baryt- | | | 
filtrat | | | | 
— (c+) | 27,8 | 28,26) 18,84] 81,5 | 80,5 | 76,2 —-}—-)})=— 
V. a) Karbo- | | | 
natriick- | | | 
stand . 14,6 | 15,4 6,5 | 42,9 | 44,0 | 35,7 —_ {j/—-j- 
b) Ather- | | ‘ | 
auszug 13,18 | 12,86; 7,34] 38,8 | 36,6 | 40,3 | 100,0 | 100,0 ; 100,0 
1. Fraktion | 
der Ester 0,41 | 0,3 0,3 1,2 | 0,9 1,6 3,1 2,3 4,1 
2.Fraktion} 2,75; 0,98} 1,53] 81 | 28°] 84 | 210! 7,6 | 20,8 
3.Fraktion| 0,52) 1,9 | 04] 15 | 54 | 22 | 40) 148) 5,6 
4,Fraktion] 3,0 1,23; 1,62] 88 3,0 8,9 | 22,8 9.6 | 22,1 
5. Fraktion 
(Destill.- 
Riickstand)} 4,38); 3,6 2,05} 12,9 | 10,38 | 11,8 | 33,2 | 28,0 | 27,9 
Summe der 
Ester . .]| 11,06; 8,0 5,9 | 32,5 | 228 | 32,5 | 84,0 62,3 | 80,5 
Verlust bei der 
Esterdestil- 
lation 2,12; 4,85) 1,43] 6,2 | 13,8 7,8 | 16,0 | 37,7 | 19,5 









































Die Monoaminosiuren der Linsenproteine. 275 


moids Verluste eingetreten waren. Nachdem aus der vierten 
Fraktion das Phenylalanin, Glutaminsaiure und Aspa- 
raginsdure entfernt waren, blieb ein geringer sirupéser 
Riickstand zuriick, in welchem das Serin als Kupfersalz nach- 
gewiesen, jedoch nicht quantitativ bestimmt werden konnte. 

Das Tryptophan wurde ebenfalls nur qualitativ in jeder 
Hiweifiart nachgewiesen. Es wurden je 5g von a-, 8-Kri- 
stallin und Albumoid in je 150 ccm 1°/,ige Sodalésung ge- 
bracht, etwas Pankreas hinzugesetzt, die Fliissigkeit mit Toluol 
iiberschichtet und im Thermostaten bei 37° aufbewahrt. Nach 
38 Stunden gaben alle drei Lésungen bereits deutliche Violett- 
firbung, nachdem sie mit Bromdimpfen durchgeschiittelt waren. 


Tabelle II. 


100 g H,O- und aschefreie Substanz von «-Kristallin, 
6-Kristallin, Albumoid enthalten: 























= a-Kristallin | @-Kristellin | Albumoid 
1 Crymemell. 6s 0 0 0 
0 eee 3,6 2,6 0,8 
S Pee se ce BRS 0,9 2,1 0,2 
4 Leucin und Isomere . 5.7 2,8 0,3 
® | Asparaginsiure. . . 1,2 0,4 0,5 
6 Glutaminsiure ... 3,6 2,7 4.6 
, See ae Se es 3,5 3,7 3,6 
ee ee 1,8 1,4 1,9 
9 | Phenylalanin. . . . 5,5 4,1 4,6 
ey ee eg es a + a — 
11 | Tryptophan... . a + > 


Die zweite Tabelle gibt sodann einen Uberblick tiber den 
Gehalt von je 100 g wasser- und aschefreier Substanz an den 
einzelnen Monoaminosiuren. Sieht man hier von miafsigen 
Unterschieden in der Ausbeute z. B. an Phenylalanin, 
Glutaminsiure, Asparaginsdure ab, die vielleicht der 
Ungenauigkeit der Methode zuzuschreiben sind, so mub doch 
die Differenz im Gehalt von Alanin, Valin und Leucin 
bemerkt werden. Auffallend gering ist der Gehalt des 
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Albumoids an Alanin, er betraigt nur 0,8°/, gegeniiber 
2,6°/, und 3,6°/, beim @-Kristallin und a-Kristallin. Beim 
Albumoid war nur in die erste Esterfraktion Alaninester 
iibergegangen, wihrend beim a- und £-Kristallin sich erheb- 
liche Mengen auch in der zweiten Fraktion, beim @-Kristallin 
noch in der dritten fanden. 

Ferner ist bemerkenswert, dai im Albumoid Valin nur 
spurweise nachweisbar war, daf} diese Aminosiure dagegen 
im $-Kristallin in der 10fachen Menge gefunden wurde, wih- 
rend das a-Kristallin etwa die 5fache Menge erkennen lief). 
Leucin und Isomere sind im a-Kristallin und im Albumoid 
im gleichen Verhialtnis vorhanden, wihrend aus dem §-Kri- 
stallin etwa nur die Halfte gewonnen werden konnte. 

Der Gehalt an Tyrosin und Prolin zeigte bei allen 
drei Proteinen groBe Ubereinstimmung. Die fiir das Prolin 
eingesetzten Zahlen bezeichnen das aus den ersten drei Ester- 
fraktionen mit Alkohol extrahierte Rohprolin. 

Uberblicken wir nochmals die Ausbeute an Monoamino- 
siuren, so kénnen wir hervorheben, dafi diejenige Eiweifi- 
art, welche bei der kataraktésen Erkrankung der Linse vor- 
herrscht, das wasserunlésliche Albumoid, arm ist an Valin 
und Alanin, da aber diese beiden Bausteine gerade in den 
sog. Kristallinen, die aus der getriibten Linse verschwinden, 
in gréfierer Menge aufgefunden werden konnten. 

Hieraus irgendwelche Schliisse zu ziehen, diirfte vorliufig 
kaum erlaubt sein. Uber den Gehalt der Linsenproteine an 
Diaminosiuren und an Cystin werde ich in einer zweiten 
Mitteilung demnichst berichten. 
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VIL. Mitteilung. 


Jodumsetzungen im Organismus. 
Von 


F. Blum und R. Griitzner. 


(Aus dem biologischen Institut zu Frankfurt a. M.') 
(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1920.) 


Unter Jodumsetzung verstehen wir die Fahigkeit des Or- 
ganismus, das Jod von einer bestimmten Bindungsart in 
eine andere iiberzufiihren. Hierher gehért die Bildung von 
Jodeiweif} in der Schilddriise und dessen fortschreitende Jo- 
dierung bei Zufuhr von Jodalkali, wie sie durch eine beson- 
dere Versuchsanordnung von uns exakt nachgewiesen und quan- 
titativ verfolgt worden ist®. Diese Eigenschaft der Schilddriise, 
aus Jodalkali anorganisches Jod freizumachen und es zur Bil- 
dung von Jodeiweif} zu verwenden, ist wohl die wichtigste 
Tatsache des ganzen Jodstoffwechsels und sie ist auch die 
einzige sicher nachgewiesene Lebenstatigkeit der Schilddriise. 
Verschiedene Beobachtungen lehren, dafi diese Funktion der 
Driise schon im jugendlichen Alter und in der Entwicklungs- 
zeit ante partum zukommt*). Der Bildung organischen Jods 
aus anorganischem in und vermittels der Schilddriise und zwar 
durch sie allein von allen Organen‘) steht der Gesamtorganis- 


1) Die Untersuchungen waren in der Hauptsache im Sommer 1914 
abgeschlossen; doch wurde ihre Verdéffentlichung durch mit dem Krieg 
zusammenhingende Umstinde bis jetzt verhindert. 

2) Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 421 (1914) und E. Strau8B, ebenda 
Bd. 104, S. 133 (1919). 

5) Ebenda S. 416 ff und noch unveréffentlichte Beobachtungen. 

*) VI. Mitteilung; diese Zeitschr. Bd. 92, S. 375ff. (1914). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CX. 21 
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mus gegeniiber nur mit der Fahigkeit, das Thyreoglobulin, 
wofern es einmal in den Kreislauf gelangt, abzubauen und 
seines Jods zu entkleiden. Die Stoffwechselwirkung des Thyreo- 
globulins ist allgemein anerkannt. Dabei tritt ein Abbau dieses 
Jodeiweifes im Verdauungskanal ein’), der sich durch die Aus- 
scheidung der Hauptmenge des Thyreoglobulinjods mit dem 
Urin als anorganisches Jod kundgibt. Die Wirkung vom Magen- 
darmkanal aus ist eine pharmakologische, aber keine physio- 
logische Reaktion. Die Anschauungen der Sekretionstheorie 
legen den Hauptwert auf die im ganzen Bereich des Blutkreis- 
laufs eingreifende physiologische Wirkung des jodhaltigen Schild- 
driisenstoffes, dessen Abgabe in die Blutbahn die eigentliche 
physiologische Funktion der Thyreoidea sein sollte. Ergeben 
sich nun irgendwelche Hinweise fiir eine solche Auffassung 
der Tiatigkeit der Schilddriise, wenn man das Schicksal des 
Jodkérpers der Schilddriise studiert, indem man ihn in den 
Kreislauf einfiihrt? 

Zunaichst wurde erneut gepriift, wie sich beim normalen 
Tier nach Injektion von Schilddriisensiften jener Jodeiweif- 
kérper verhialt, soweit seine Jodkomponente in Betracht kommt. 
Dabei wurde die Erfahrung bestitigt, daf} der Organismus die 
Fahigkeit besitzt, das parenteral einverleibte Schilddriisenjod- 
eiweifs zu verandern, indem er es abbaut und das Jod der zu- 
gefiihrten Substanz in Form von anorganischem Jod (Jodal- 
kali) durch die Nieren ausscheidet. Die Jodkomponente wird 
hier also zum gleichen Endprodukt verarbeitet wie bei ente- 
raler Einfiihrung von Jodeiweif. 

Um zu entscheiden, ob die Schilddriise etwa bei diesem 
Abbau eine ausschlaggebende Rolle spielt, wurde an thyreopriven 
Tieren der gleiche Versuch angestellt, wobei sich zeigte, daf 
auch dem schilddriisenlosen Organismus die Fahigkeit der Zer- 
legung in gleicher Weise zukommt wie dem normalen. Daraus 
mufte man erschliefien, daf} mindestens noch ein Organ im 
Koérper die Fahigkeit besitzt, das in den Kreislauf eingebrachte 





1) S. a. von Firth und Friedmann, Arch. f. exp. Path. etc. 8, 214 
(1908). 
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Thyreoglobulin abzubauen. Daf} der Schilddriise selbst diese 
abbauende Kraft ebenso zukommt wie die nachgewiesene syn- 
thetisierende, ist in hohem Mafse wahrscheinlich. Wenigstens 
erlauben mancherlei Befunde eine solche Deutung, wie z. B. 
das Vorkommen von Jodid und von organisch gebundenem, in 
Aceton léslichem Jod in den Driisen und das dauernde Ver- 
bleiben von Jod in dem Organ bei gleichzeitiger reger Lebens- 
titigkeit. Aber es galt nun, das oder die anderen abbauenden 
Organe festzustellen. 

Unsere Versuche, die mit Organsiften sowie zerhackten 
Organen und, bei der Leber, auch mittels der Durchblutungs- 
methode durchgefiihrt wurden, ergaben, dafi die Leber diese 
abbauende Fahigkeit gegeniiber dem Thyreoglobulin besitzt, 
wihrend sie dem Blut und den anderen untersuchten Organen 
abzugehen scheint. 

Das Geschick des in die Blutbahn eingefiihrten Jodeiweif- 
kérpers ist also eine Spaltung, die zu anorganisch gebundenem 
Jod oder mindestens zu niedrigeren jodhaltigen Spaltprodukten 
des Proteinmolekiils fiihrt. Als Endprodukt der Spaltung tritt 
Jodalkali auf, das ungesiumt im Harn ausgeschieden wird und 
nur zum geringsten Teil von der Schilddriise aus dem Kreis- 
lauf aufgegriffen wird, da die Ausscheidung in wesentlich 
schnellerem Tempo vor sich geht als die Aufnahme durch die 
Schilddriise. 

Die nachgewiesene Entstehung von acetonlislichen Jod- 
verbindungen ist nicht etwa nur auf das mit dem Schilddriisen- 
saft zugefiihrte acetonlésliche Jod zuriickzufiihren, wie aus- 
driicklich hervorgehoben sei, sondern beruht auf einer Auf- 
spaltung des durch Aceton koagulierbaren Jodproteins selber, 
wie aus den quantitativen Verhaltnissen unserer Versuchs- 
resultate hervorgeht. 

Wenn, wie die Lehre von der inneren Sekretion annimmt, 
bestindig Jodeiwei aus der Schilddriise in den Kreislauf tiber- 
trite, so miifte auch dieses der Spaltung und Ausscheidung 
unterliegen, ebenso wie der kiinstlich einverleibte Schilddriisen- 
saft. Die Hilfshypothese, es werde eben das kreisende Jod 

von der Schilddriise alsbald und vollstandig wieder festgelegt, 
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setzt eine dufierst energische Jodanziehung seitens der Thy- 
reoidea voraus. EKinmal gebundenes Jod wird allerdings in der 
Driise sehr fest gehalten, wie unsere Hungertiere und Tiere 
mit jodfreier Ernihrung zeigten'). Das besagt aber fiir eine 
Jodan ziehung nichts; denn es kann, wohin ja unsere Annahme 
geht, der Jodstoffwechsel sich ausschliefilich innerhalb des 
Organs abspielen, so daf} das Halogen die einmal gewonnene 
Herberge nie zu verlassen braucht. Um hingegen eine Ver- 
armung der Schilddriise an Jod bei bestaindiger Abgabe von 
Jodeiweif}, das im Kérper sofort gespalten wird, auszuschlieBen, 
miifte die Annahme gemacht werden, das die Schilddriise 
iuBerst schnell und vollstiiadig die im Blut kreisenden Jod- 
substanzen wieder aufzugreifen vermag. Diese Annahme ist 
aber widerlegt durch die Beobachtung, dafi kurz dauernde 
Zufuhr von Jodalkali oder Jodeiweif} eine merkbare Jodanrei- 
cherung der Schilddriise nicht hervorzurufen vermag, sondern 
dafi eine linger dauernde ,,Jodmast* dazu nétig ist. Auch fir 
eine Undurchgingigkeit der Nieren gegeniiber kleinsten Jod- 
mengen liegt keinerlei Anhalt in allen bisherigen Forschungs- 
ergebnissen vor. 

Soll die Anschauung, dafi bestindig ein jodhaltiges Sekret 
die Schilddriise verlasse, mit den genannten Tatsachen in Uber- 
einstimmung gebracht werden, so muf man annehmen, dafi 
normalerweise kein Abbau desselben im Organismus bezw. 
keine Ausscheidung durch die Nieren stattfinde und das Sekret 
als solches oder seine Spaltprodukte besonders rasch und voll- 
stiindig von der Thyreoidea wieder aufgegriffen werden. Die 
Beobachtungen ergeben im Gegensatz dazu, 


4 


1. daf} das kreisende Schilddriisenjodeiweifi im Organis- 
mus lebhaft abgebaut wird, 

2. dafi die Hauptmenge des Jods schnellstens zum gréfi- 
ten Teil wohl durch die Nieren in abgebauter Form 
entfernt wird und 

3. dai Jodeiweifi oder Jodalkali aus der Blutbahn nur 
langsam von der Schilddriise aufgenommen werden 








1) IV. Mitteilung, Diese Zeitschr, Bd. 91, S. 422 ff. 
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und bei kurzen Zeitriéumen iiberhaupt nicht zu einer 
nachweisbaren Jodanreicherung in der Schilddriise 
fiihren. , 


Will man trotz so vieler Gegengriinde an den iiblichen 
Anschauungen von der inneren Sekretion des Jodeiweifikérpers 
der Schilddriise festhalten, so muf} man, um den Beobachtungen 
gerecht zu werden, die Hypothese aufstellen, dafi die nicht 
mehr mefibaren Mengen des Sekretes in jeder Beziehung 
umgekehrt sich verhalten als die kleinsten, noch eben meB- 
baren Mengen derselben Substanz. 

Wir glauben demgegeniiber auf sichererem wissenschaftli- 
chem Boden zu stehen, wenn wir auf Grund unserer Unter- 
suchungen den intraglanduliren Jodstoffwechsel der Schild- 
driise als einen diesem Organ eigentiimlichen und charakteri- 
stischen Lebensvorgang bezeichnen'). Die Fernwirkungen auf 
den Gesamtorganismus vollziehen sich durch ein Herausgreifen 
von bestimmten Stoffen aus dem Kreislauf und nicht etwa 
durch eine Abgabe von Jodeiweifi in Blut- oder Lymphbahn. 


Experimenteller Teil. 
1. Normale Tiere. 


Zuniichst seien Beispiele fiir den Abbau des Schilddriisen- 
eiweifies im normalen Organismus aufgefiihrt. Je nachdem 
der Verlauf des Abbaues durch die Ausscheidung im Urin oder 
durch das Auftreten von inkoagulablem Jod im Blut studiert 
wird, ist auch die Menge des einverleibten Jodeiweifikérpers 
zu dosieren; im letzteren Fall sind der leichteren Nachweisbar- 
keit wegen gréfere Gaben am Platz. Bei den meisten Ver- 
suchen wurde der méglichst steril gewonnene, mittels Filtration 
durch ein Berkefeld- oder Préscher-Filter von Keimen 


*) Wenn Herzfeld und Klinger (Biochem. Zeitschr. Bd. 96, S. 260) 
sich auf Grund unserer Mitteilung zu der Erkenntnis jetzt durchgerungen 
haben, daf nur durch ,aktiven* Sauerstoff die Jodierung des Schilddriisen- 
eiweiBes erklirbar ist, dann haben sie hierdurch die Spezifitiét der Schild- 
driisentétigkeit anerkannt; denn in keinem anderen Organ findet sich jener 
aktive Sauerstoff, der aus Jodalkali Jod freizamachen vermag — die 
,Jodase“ des einen von uns —, als in der Schilddriise. 
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befreite Schilddriisensaft dem Versuchstier kardial injiziert. 
Im Stoffwechselkifig wurde das Tier beobachtet, dessen Urin 
vorher untersucht war und das schon einige Zeit vorher und 
dann weiter eine jodfreie Nahrung erhielt. Nach einigen 
Stunden wurde, nachdem der Urin gesammelt war, eine ge- 
niigende Menge Blut durch Aderlafs entnommen und sofort 
mit Aceton gefallt zur Untersuchung auf organisches und 
anorganisches Jod nach der Acetonmethode'). Die Ausschei- 
dung des Jods im Urin wurde in den niachsten Tagen weiter- 
verfolgt. Wo die Untersuchung des Blutes die Hauptsache 
war, wurde einige Stunden nach der Safteinverleibung ent- 
blutet. 

Beispiele: Normaler Hund, Urin ohne Besonderheit. Er- 
hilt artgleichen Saft von 1°/, Hundeschilddriisen kardial ein- 
gespritzt. Nach 3'/, Stunden wurden 100 ccm Blut ent- 
nommen, mit Ammonoxalat ungerinnbar gemacht und mit 
Aceton gefallt. Es gab die Analyse der einzelnen Fraktionen: 

F = 0 —?, E = 0, K = Spur. 

Der Urin bis zum niichsten Tag enthielt schon 0,66 mg 
Jod, der vom zweiten Tag 0,1 mg Jod. 

Es ergibt sich, dafi nach 2 ‘l'agen schon 0,76 mg des 
einverleibten Jods im Urin, der von Eiweifi frei war, aus- 
geschieden sind. Die Mittelwerte fiir Hundeschilddriisen liegen 
um 0,7 mg Jod pro Driise. Das Tier hatte also, wenn es 
miéglich wire, Verluste beim Auspressen der Schilddriisen und 
Filtrieren des Saftes zu vermeiden, ungefahr 1,2 mg Jod er- 
halten; tatsachlich wohl aber weniger, so daf} mit ziemlicher 
Bestimmtheit gesagt werden kann, dafi die Hauptmenge des 
zugefiihrten Jods in abgebauter Form im Urin nach 2 Tagen 
ausgeschieden war. Die Menge von 100 ccm Blut war bei 
der kleinen Jodgabe zu gering, um einen Vergleich von ab- 
gebautem und unverindertem Schilddriiseneiweif zu gestatten, 
so daB der negative Befund im Filtrat nicht auffallig ist. 


1) Bei den folgenden Versuchen bedeutet F = Filtrat der Aceton- 
fallung, E = Extrakt, gewonnen mit siedender dinner waBriger Lisung 
von Natriumsulfat und Essigsdure aus K = Koagulum. 
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Anders ist dies in folgendem Beispiel: 

Ein Hund, dessen Blut sich als vollkommen jodfrei er- 
wiesen hatte, bekam 14 ccm sterilen Schilddriisensaft kardial 
injiziert. Nach der Bestimmung eines aliquoten Teils des- 
selben Saftes etwa 0,2 mg Jod. In 100 ccm nach einigen 
Minuten entnommenen Blutes liefi sich weder im Filtrat noch 
im Koagulum Jod nachweisen, wohl aber in 300 ccm Blut, 
die beim Entbluten des Tieres nach 4 Stunden erhalten waren. 
Das Filtrat ergab 0,14 mg Jod, E= 0. Im Koagulum konnte 
kein Jod mehr gefunden werden. Der Urin der ersten 4 Stunden 
enthielt etwa 0,03 mg Jod. Der Versuch zeigt, dafi hier nach 
4 Stunden bereits die Hauptmenge gespalten war und die Aus- 
scheidung durch die Nieren begonnen hatte. Daf die Spal- 
tung schon die ganze Substanz getroffen hatte, scheint aus 
dem negativen Befund im Koagulum hervorzugehen. Es ist 
wahrscheinlich, daf} bei diesem Fall die Verwendung arteigenen 
Saftes mit dem schnellen Abbau zusammenhiangt. 

Mit artfremdem Saft ist folgender Versuch durchgefiihrt: 

Ein Hund bekommt 30 ccm Hammelschilddriisensaft kar- 
dial injiziert. Gesamtjodmenge des Saftes 2,1 mg. Die sofort 
entnommenen 50 ccm Blut enthielten im F = 0, im K = 0,04 mg 
Jod. Nach 4 Stunden wurde entblutet und die erhaltenen 
250 cem Blut untersucht, F=0,18 mg, K=0,50 mg Jod; 
der Urin ging verloren. Das Beachtenswerte an dem 
Versuch ist natiirlich nicht die absolute Menge, sondern 
das Verhiltnis von Filtratjod und Koagulumjod. Wahrend 
zuerst das Blut kein Filtratjod zeigt, steigt der Gehalt daran 
auch hier bei Verwendung artfremden Saftes auf iiber ein 
Drittel des Koagulumjods (K:F wie 100:36). Der Befund 
an den untersuchten Organen war folgender: 

Leber F = 0,04, K = 0 — Spur 
Nieren F = 0, K == @. 

Die immerhin deutlich nachweisbare Menge im Leberfiltrat 
ist im Hinblick auf spitere Beobachtungen beachtenswert. 

Kin Hammel, dessen Urin jodfrei war, erhielt 60 ccm 
Hammelschilddriisensaft mit einem Gehalt von 2,94 mg organi- 
schem Jod und 0,06 mg anorganischem Jod intravenés injiziert 
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(Verhaltnis von K: F = 100: 2,04). Die in den ersten 6 Stun- 
den nach der Einspritzung gesammelte Urinmenge enthielt 
0,04 mg Jod, die nichste in den darauffolgenden 14 Stunden 
gesammelte Menge 0,10 mg. In den folgenden 3 Tagen wurden 
0,62 mg Jod in dem zur Untersuchung gesammelten Urin 
gefunden. Die Jodverteilung im Blut, von dem 320 ccm 
6 Stunden nach der Einspritzung entnommen wurden, zeigte 
folgendes Bild: F = 0,05 mg Jod; E = 0; Spur K = 0,08. 
Verhaltnis K: F wie 100: 62,5. Es zeigt sich also auch hier 
ein Abbau, nur ist offenbar, wie auch die folgenden Versuche 
zeigen, die Ausscheidung beim Hammel nicht ebenso prompt, wie 
in den obigen Fallen bei Hunden mit arteigenem Schilddriisensaft. 
Ob etwa eine zeitweilige Speicherung von Jodalkali im Organis- 
mus dieses Pflanzenfressers stattfindet oder ob nur eine lang- 
samere Ausscheidung vorliegt, ist noch nicht zu entscheiden. 


2. Thyreoprive Tiere. 


In den folgenden Versuchen wird gezeigt, dafi auch Tiere, 
die keine Schilddriise mehr besitzen, noch imstande sind, ins 
Blut eingefiihrte Schilddriisensubstanz zu dem gleichen End- 
produkte, wie normale Tiere, abzubauen. 

Ein schilddriisenloser Hund erhalt 4 Tage lang im An- 
schluf an die Operation taglich 2mal je 18 ccm sterilen Hunde- 
schilddriisensaft = 1,22 mg Jod im Koagulum und 0 im Filtrat 
intraperitoneal injiziert. Die tigliche Dosis Schilddriisensaft 
entspricht etwa 3 Schilddriisen. Trotz dieser starken Zufuhr 
von Schilddriisensubstanz bekommt das Tier am 4. Tag Tetanie 
und wird entblutet. In den erhaltenen 275 ccm Blut wurden ge- 
funden F = 0,1 mg, E = 0, K = 0,03, K: F wie 100: 3383. 
Der erste gesammelte Urin enthielt 0,4 mg Jod, die zweite 
Portion ging verloren, die dritte enthielt mehr als 0,5 mg Jod 
(geringe Verluste). 

DieLeber desTieres enthielt F=0,04, E=0, K=0,09 mg Jod, 
die Miz ...... F=0,04),E=0, K=O, 
die Nieren . ..... F=@9, — K ==@, 





*) Etwas Nachoxydation. 
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Auer dem Ergebnis, dafi auch grofe Mengen intra- 
peritoneal zugefihrter artgleicher Schilddriisensubstanz die 
schweren Ausfallserscheinungen nicht hintanhalten konnten’), 
zeigt der Versuch, daf} auch bei dem schilddriisenlosen Tier 
ein rascher Abbau des einverleibten Schilddriiseneiweifes zu 
mit Aceton nicht fallbarem Filtratjod und eine prompte Aus- 
scheidung als anorganisches Jod im Urin erfolgt. 

Kin ahnliches Resultat zeigt der im wesentlichen gleich- 
artige folgende Versuch. Ein thyreopriver Hund erhialt 5 Tage 
lang tiglich je 2mal 8 ccm sterilen Hundeschilddriisensaft 
= 0,22 mg Jod im Koagulum und 0 im Filtrat. Am 5. Tag 
wurde in Tetanie entblutet. 240 ccm Blut enthielten F = 0,04 mg, 
E = 0, K = 0,16 mg Jod, K: F wie 100: 25. Der vorher jod- 
freie Urin enthielt an den ersten zwei Tagen 0,6 mg Jod, 
die an den iibrigen Tagen gesammelte Menge enthielt 0,37 mg 
Jod. Der erste war spurenweise eiweifihaltig, der letztere 
eiweififrei. Die Jodverteilung in den Organen zeigt folgen- 
des Bild: 


leer lw we tt PS OM, Ee Ea Oe 
me. si ew Pee — K == 001, 
GON. ltl De — K = 0,02. 


Auch hier hat die Schilddriisensaftzufuhr die Tetanie nicht 
verhindert, trotzdem der eingefiihrte Saft abgebaut wurde. 
Bei den untersuchten Organen zeigte in beiden Versuchen nur 
die Leber einen Gehalt an Filtratjod. Ein positiver Befund 
beim Filtratjod der einen Milz ist nicht ganz sicher und fallt 
aus der Reihe der sonstigen Erfahrungen heraus. 

Ahnlich wie die beschriebenen verlief ein Versuch mit 
einem seit 8 Tagen thyreopriven Hammel. Dieser erhielt 
130 ccm sterilen Hammelschilddriisensaft intravenés. Diese 
Menge Saft enthielt F = 0,5 mg, K = 10,0 mg Jod, K: F 
wie 100:5. Nach 5 Stunden wurden 150 cem Blut abgelassen, 
die folgende Werte ergaben: F = 0,09, E= 0, K = 0,28 mg 
Jod, K:F wie 100:32. Der Urin war schon am 1. Tag jod- 





') Auf die physiologische Bedeutung dieser Seite der Frage wird an 
anderer Stelle eingegangen werden. Blum. 
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haltig. Insgesamt wurden in den gesammelten 6 Tagesproben 
2,5 mg Jod gefunden. 

Ebenso zeigte das gleiche Tier 4 Wochen spiter die- 
selbe Abbaukraft. Eingespritzt wurden 100 cem Hammel- 
schilddriisensaft mit F = 1,1 mg und K = 12,2 mg Jod, K: F 
wie 100:9. Nach 8'/, Stunden wurden 175 cem Blut ent- 
zogen. In diesen war F = 0,12, E=0, K = 0,42 mg Jod, 
K:F wie 100:28. Die Urinproben von 4 Tagen enthielten 
2,46 mg Jod (Verlust), die zwei folgenden 0,60. Quantitativ 
kénnen diese Versuche ja nicht ausgewertet werden. Das 
Wichtigste aber ist das Verhiltnis von organischem zu an- 
organischem Jod einesteils in dem zugefiihrten Saft und andern- 
teils im Blut schon einige Stunden nach der Einspritzung. 
Was das Tempo des Abbaus angeht, so war die schnellste 
Zersetzung beim Hund nach Eingabe von Hundeschilddriisen- 
saft zu beobachten. Beim Hammel scheint der Abbau dem 
allein verwendeten arteigenen Saft gegeniiber langsamer zu 
verlaufen; zum mindesten erfolgt die Ausscheidung nicht so 
schnell. Die thyreopriven Tiere reagierten nicht anders als 
die normalen. Das berechtigt zu dem Schluf, dafi die Schild- 
driise bei dem nachgewiesenen Abbau des Thyreoglobulins 
jedenfalls nicht mafgebend beteiligt ist, sondern im Organismus 
sich noch ein oder mehrere Organe, die mit dieser Fiahigkeit 
begabt sind, befinden miissen. Daf} der Schilddriise aber damit 
diese Fahigkeit des Abbaus nicht abgesprochen werden soll, 
sei nochmals ausdriicklich betont. Der hiufige Befund kleiner 
Mengen anorganischen Jods in der Driise weist auf Abbau hin. 


3. Versuche mit Organextrakten. 


Um festzustellen, ob die abbauende Eigenschaft etwa 
allen Organen zukommt oder nur einem bestimmten Organ, 
und um gleichzeitig zu erforschen, welches dieses Organ sein 
kénnte, wurden einige Versuche mit Organsiften oder zer- 
kleinerten Organen in folgender Weise angestellt: 

Zu einem Gemisch von méglichst sterilem, entweder 
defibriniertem oder ungerinnbar gemachtem, frischem Blut und 
einer gemessenen Menge analysierten Schilddriisensafts wurden 
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Organsifte, die durch Extraktion mit steriler physiologischer 
Kochsalzlésung erhalten waren, oder aber gewogene Mengen 
der frisch zerhackten Organe zugesetzt. Wihrend mehrerer 
Stunden wurde bei Kérpertemperatur gehalten und gleich- 
zeitig ein langsamer Strom von Sauerstoff durchgeleitet. 


Versuch I. 


Angesetzt wurden je 35 ccm steriles defibriniertes Hunde- 
blut mit 20 cem sterilem Hammelschilddriisensaft und 10 ccm 
Extrakt aus Leber, Milz oder Nieren. Die Extrakte waren 
méglichst konzentriert. Eine 4. Vergleichsprobe bestand aus 
45 ccm Blut und 20 ccm Schilddriisensaft. Nach 31/, Stunden 
wurde die Acetonfillung vorgenommen. Die Untersuchung 
gab folgende Werte: 


Leper .... . Pa Osi me E = Q, 
ME «csi sens Oa. E = 0, 
Miewee. . i: . PO. E = 0, 
mt. kw lw et Poe. E = 0, 


Die zur Bestimmung verwandten 20 ccm Schilddriisensaft 
enthielten 0,05 mg Filtratjod und 1,54 mg Koagulumjod. 


Versuch II. 


Hier wurden je 4 g Leber, Milz oder Niere fein gehackt 
angewendet. Zu einem Gemisch des betreffenden Organhicksels 
mit 50 cem Blut, das aus 9 Teilen defibriniertem Hammelblut 
und 1 Teil frischem Hundeblut bestand, wurden nach gutem 
Mischen und Arterialisieren mit Sauerstoff je 10 com Hammel- 
schilddriisensaft zugesetzt. Nach 5'/,stiindiger Dauer des Ver- 
suchs Fallung mit der 4fachen Menge Aceton. Die Bestim- 
mung ergab: 


lene 2 ls sw FO E= 0, 
ewe... .. « Feo EK = 0 — Spur, 
Mis lw we Pee EK = Spur, 

. ee F= 0, E = 0. 


Die angewandten 10 ccm Saft enthielten 0,01 mg Jod im 
Filtrat und 0,64 mg im Koagulum. 
) Versuch IIL. 


Es wurden angesetzt 70 ccm defibriniertes Hundeblut 
(einige Stunden im Eisschrank aufbewahrt) mit 10 com Hammel- 
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schilddriisensaft sowie je 20 g Hacksel aus Leber, Niere, Milz. 
Eine weitere Probe wurde mit LeberpreSsaft, in der Buchner- 
Presse gewonnen, angestellt. Ein Blindversuch mit Blut 
(90 ccm) ging daneben. Gefunden: 


Leber (PreBsaft) F = 0,02, E = 0,02 mg Jod, 
Leber zerhackt F = 0,05, Site sx 
mame cl ww Pee E=@8. + 
Mis .... FoawG@i, BGG . 
ee” 66 % F = Spur, E=0 ; * 


Die 10 ccm Schilddriisensaft enthielten 0,64 mg Jod im 
Koagulum und 0,01—0,02 mg im Filtrat. 


Versuch IV. 

Hier wurde frisches Hammelblut, das mit Natriumoxalat 
ungerinnbar gemacht war, und je 20 g zerhackte Organe an- 
gewendet. Angesetzt wurden je 40 ccm Blut, 20 g Organhicksel 
und 10 cem Hammelschilddriisensaft. Dauer des Versuches 4 
Stunden unter stindiger Sauerstoffdurchleitung. Gefunden: 


Leber . . F=0,07 mg Jod, E = 0 bis Spur, 
eee. . Pew Ss E=O0., =; 
ne hls lw Pee, Ck Bae. « 
hw. PR. ss See. + 


10 ccm des Schilddriisensaftes enthielten 1,11 mg dod 
im Koagulum, 0,03 im Filtrat. 


Versuch V. 

Angewandt wurden je 60 ccm frisches, mit Natriumoxalat 
versetztes Pferdeblut und 30 ccm Extrakt aus frisch ein- 
gefrorenen Organen vom Pferd. Je 100 g zerhackte Leber, 
Milz und Niere waren mit 100 cem destilliertem Wasser 
extrahiert und durch Mull filtriert worden. Dauer des Ver- 
suches unter Sauerstoffdurchleiten 4 Stunden bei 40°. Gefunden: 


ME lt tk sl 
meme ww tl ey Ee, 
eee 2 
met Cw tv oe Ore. 


Die zu jedem Ansatz verwendeten 10 com Hammelschild- 
driisensaft enthielten im Koagulum 1,11 mg Jod, im Filtrat 
0,03 mg. 
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Die Leberpraiparate haben bei vorstehenden Versuchen 
fast in allen Fallen eine gewisse Vermehrung des Filtratjods 
verursacht, wenn auch der Abbau verschieden stark war und 
bei dem Versuch mit Leberprefisaft ein deutlicher Nachweis 
nicht gelang. Bei Milz und Niere sowie beim Blut allein 
konnte eine Vermehrung des Filtratjods nicht nachgewiesen 
werden. Auch das Ungerinnbarmachen des Bluts mit Oxalat 
stérte den Abbau nicht merklich. 

Es folgen nunmehr einige Versuche mit frischem, gut 
gereinigtem Hundedarm, zum Teil in Form von Brei zermahlen, 
zum Teil als Mazerationssaft, der durch 1'/, tagelanges Stehen 
im Brutschrank mit Toluol oder Chloroform aus dem Frisch- 
saft erhalten war. Angesetzt wurden 10 g Darmbrei, 20 ccm 
Schilddriisensaft (Hammel) mit Toluol wahrend 1'/, Tagen im 
Brutschrank. Gefunden: 


K = 2,50, F = 0,11. 


In einem zweiten Versuch waren 20 g Darmbrei mit 
20 ccm Schilddriisensaft ebenso behandelt worden. Gefunden: 


K == 2,58, F = 0,10. 


Mit 10 ccm Mazerationssaft und 10 ccm Schilddriisensaft 
wurde nach 2stiindigem Stehen bei 40° gefunden F = 0,03, 
bei 24 stiindigem Stehen ebenfalls F = 0,03. Denselben Wert 
ergab eine gleiche Menge linger mazerierter Darmsaft. Von 
dem angewendeten Schilddriisensaft enthielten 10 ccm 1,52 mg 
im Koagulum und 0,01 im Filtrat. 

Die Beobachtungen ergeben, dafi der frische Darmbrei 
eine spaltende Wirkung ausgeiibt hat. Man wird das Auf- 
treten von acetonléslichem Jod der Wirkung der Verdauungs- 
fermente zuschreiben miissen. Friihere Beobachtungen hatten 
uns gezeigt, daf} mit tryptischen Fermenten im Brutschrank 
behandelter Schilddriisensaft durch Aceton bei geniigend langer 
Kinwirkung des Fermentes iiberhaupt nicht mehr ausgefallt 
wird. Ob dabei ein Abbau bis zu Jodiden stattgefunden hat, 
ist jedoch noch fraglich. Die angewendeten Mazerationssifte 
zeigten im Gegensatz zu dem frischen Organbrei héchstens eine 
schwach abbauende Wirkung. 
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4. Durchblutungsversuche. 


Die definitive Entscheidung iiber die abbauende Wirkung 
der Leber gegeniiber Schilddriisensaft konnte auf direktem 
Wege mittels der Durchblutungsmethode erbracht werden. 
Angewandt wurde das am hiesigen physiol.-chemischen Institut 
ausgearbeitete Verfahren und die Apparatur, die in zahlreichen 
Untersuchungen von G. Embden und seinen Mitarbeitern sich 
bewihrt haben’). 

Nachdem durch Entbluten bzw. AderlaS eine geniigende 
Menge Blut gewonnen war, wurde dieses defibriniert und in 
den meisten Fallen im Apparat mit der betreffenden Menge 
analysierten Schilddriisensaftes (der auf Sterilitét gepriift war) 
vermengt. Dann wurde die frische Leber des Bluttieres ein- 
geschaltet und der Zirkulationsapparat in Gang gesetzt. Die 
Dauer der Durchblutung betrug im allgemeinen 3 Stunden, 
die Temperatur ca. 38°. Das umlaufende Blut wurde mit 
Sauerstoff gesittigt. Die Untersuchung des Blutes bei Beginn 
und nach Beendigung der Durchblutung erfolgte nach dem 
Acetonverfahren. 

Versuch I. 

Zur Verarbeitung 'gelangten 1400 cem frisches defibri- 
niertes Hundeblut und 110 ccm klarer steriler Schilddriisensaft, 
aus 12 Hundeschilddriisen durch Extraktion und Préscher- 
Filtrierung gewonnen. Dieser Saft enthielt, nach Bestimmung 
einer aliquoten Menge, 3,3 mg Jod im Koagulum und 0 im Fil- 
trat. Gesamtmenge des Gemisches 1510 cem. Nach 10 Minuten 
langem Zirkulieren im Apparat vor Einsetzen der Leber werden 
150 ccm des Gemisches zur Untersuchung entnommen; dann wird 
die Durchblutung in Gang gesetzt. Nach3'/, Stunden wird unter- 
brochen und mit physiol. Na Cl-Lésung die Leber nachgespiilt. 
Blut samt Spiilfliissigkeit — 1340 ccm — werden in 2 Portionen 
verarbeitet. Die Leber wird zerkleinert und in Aceton gelegt. 





') Vgl. uua. G. Embden und K. Glaessner, Hofmeisters Bei- 
trige Bd. 1, S. 310—327 (1902) und im allgemeinen Abderhaldens 
Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden Bd. II] 1, S. 321 u. 358 (1. Aufl. 
1910). 
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Das Filtrat der Leber wird den zwei Blutproben zu gleichen 
Teilen zugesetzt und die Acetonfiltrate davon in der iiblichen 
Weise aufgearbeitet. 

Das Vorprobeblut (150 ccm Gemisch) enthielt F = 0, K 
= (),035, also ebenso wie der urspriinglich verwendete Saft 
kein Filtratjod. Die zwei Proben (je 670 ccm und die zu- 
gesetzte Hilfte des Leberfiltrates) enthielten im Acetonfiltrat 
0,03 bzw. 0,04 mg F, zusammen 0,07 mg. Die Koagula wurden 
nicht analysiert. Es ergibt sich aus dem Versuch, daf} nach 
3'/, stiindiger Durchblutung ein vorher von Filtratjod freies 
Gemisch eine merkliche Menge Filtratjod enthilt. 


Versuch II. 


Hier wurde versucht, auch die Koagula in die quantitative 
Untersuchung einzubeziehen und so gewissermafien eine Bilanz 
des Jods in allen Fraktionen aufzustellen. 

Blutmenge 1430 ccm (1240 cem + 190 cem von dem Tier, 
dessen Leber verwendet wurde). Schilddriisensaft 110 ccm 
(Hammel) pasteurisiert. 

K: 5,39 mg Jod 
F:0,16. , 

Vorprobeblutgemisch 130 com sogleich nach dem Kin- 
setzen der Leber und Beginn der Zirkulation entnommen und 
gefallt. 

F = 0,04, E=0, K = 0,32 mg Jod. 
Berechnet waren: F = 0,014, K=046.,. =; 

Die Vermischung war hier noch nicht geniigend. 

Nach 3stiindigem Gang wird das Blut herausgepumpt, 
mit physiol. Kochsalzliésung nachgespiilt und die Gesamtmenge 
von 1750 ccm in zwei Hilften zur Untersuchung gebracht. 
Die zerkleinerte Leber kommt in Aceton und wird ebenso 
untersucht. 

Erste Halfte: F = 0,27, E=0, K = 1,47 mg Jod (Verlust!) 
Zweite Halfte: F — 0,22, E=—0,02, K~—182, , 
Leber: F — 0,22, E= 0, E=10). ,; 

Nach Entnahme der 130 ccm Gemisch zur Vorprobe gleich 

nach dem Einsetzen bleiben 
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1410 ccm im Apparat mit 4,93 mg im Koag. 
0,14 , im Filtrat 


zusammen 5,07 mg Jod. 





In den beiden Blutproben zusammen F u, E 0,51 mg, K = 3,29 mg Jod 
In der Leber F 0,22 , K=0,79 , , 
insgesamt F 0,73 mg, K = 4,08 mg Jod 

zusammen 4,81 mg Jod. 





Wird die erste Bestimmung von K = 1,47 mg Jod, bei 
der ein kleiner Verlust eingetreten war, als etwas zu niedrig 
eliminiert und die zweite als mafigebend angesehen, so sind 


die Werte 
F + £E0,51, K = 3,64 mg Jod 
mit Kinrechnung der Leber F= 0,78, K=—443 , , 
zusammen 5,16 mg Jod. 


Rechnungsmiffig sind 5,07 mg zu erwarten. 


Der Versuch zeigt also, daf} eine Verfolgung der Jod- 
komponente des Schilddriisensaftes nach der angewandten 
Methodik quantitativ méglich ist. Die Vermehrung des Filtrat- 
jods, also Jodalkali + lésliche jodhaltige Peptide und andere 
Abbaustufen und eventuelle Jodfettkérper, geht aus den Zahlen 
deutlich hervor: Vorher 0,14 mg, nachher 0,73 mg. Ver- 
mehrung um das 5,2fache. 


Versuch IIL 


Hier wurde angestrebt, das Filtratjod, dessen Auftreten 
bzw. Vermehrung sich bisher ergeben hatte, durch Einteilung 
in verschiedene Fraktionen niher kennen zu lernen. Aus 
diesem Grunde wurden gréfiere Mengen von Schilddriisensaft 
als bisher zum Versuch verwendet, nimlich 450 cem Hammel- 
schilddriisensaft mit insgesamt 54,9 mg Jod im Koagulum, 
0,72 mg im Filtrat. 

Die Menge des angewendeten Hundeblutes betrug 1400 ccm, 
das Gewicht der angewendeten Leber 410 g. 8 Minuten nach 
begonnener Durchblutung wurden 2 Vorproben entnommen, 
50 und 100 ecm, so dafi im Kreislauf verblieben 1700 cem 
mit K = 50,5 mg, F = 0,68 mg Jod. Dauer des Versuches 
3 Stunden. Das Blut wird herausgepumpt, 1220 ccm, und zur 
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Untersuchung halbiert. Die Spiillésung und die zerkleinerte 
Leber werden zusammen mit Aceton behandelt. Darin sind 
enthalten 


F = 0,382 mg Jod. E= 0. 


Die eine Halfte des Blutgemisches wurde zur iiblichen 
Trennung der Acetonbehandlung unterworfen (4 Vol.). 


Gefunden F — 1,29 mg Jod. E=0,195 mg Jod. 
Zusammen abgebautes acetonlisliches Jod 1,485 mg Jod. 


Aufs ganze berechnet 2,97 mg Jod im Blutgemisch 
0,382 mg Jod im Leberextrakt 


3,352 mg Jod Filtratjod 





wihrend nur 0,68 mg vorher vorhanden waren. 


Die fiir diese Hilfte des Versuchs bestimmte Vorprobe 
von 50 ccm enthielt im F = 0,0249 mg Jod; E=0. Auf die 
1700 ccm Rest berechnet 0,847 mg Filtratjod, was einen etwas 
hdheren Wert ergibt, als der eben errechnete von 0,68 mg. Das 
ist aber nicht auffallend, da von der kleinen Probe von 50 ccm 
auf 1700 ccm umgerechnet wird. Die 0,0049 mg Zuviel machen 
bereits diese Differenz aus. Die Vorprobe spricht also nicht 
gegen das Resultat des Versuches, nach dem die Menge des 
Filtratjods von 0,68 mg auf 3,352 mg gestiegen ist, d.h. 4,93 mal 
mehr geworden ist in der kurzen Zeit von 3 Stunden und mit 
artfremdem Schilddriisensaft. 


Die zweite Hialfte des Versuches war der Trennung des 
Filtratjods gewidmet; doch gelang es noch nicht, eine restlose 
Aufklirung zu erreichen. Spiitere Versuche werden dariiber 
Klarheit bringen miissen, wie weit das Filtratjod bei der 
Durchblutung schon aus Jodidjod besteht oder ob die Haupt- 
menge den jodhaltigen Spaltprodukten des Thyreoglobulins 
angehért. Voraussetzung dazu ist, daf} es gelingt, eine Me- 
thode zu finden, die eine méglichst saubere Trennung und 
quantitative Erfassung der in Frage kommenden Substanzen 
gestattet. Es sind dies Jodide, eventuell als Salzverbindungen 
von Eiweif} oder Kiweifispaltlingen vorliegend; jodierte Eiweif}- 
spaltlinge d. h. solche, deren zyklische Kerne durch Sub- 


stitution eingetretenes Kernjod enthalten, und drittens jod- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 99 
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haltige Fettkérper. Diese Aufgabe ist um so schwieriger, 
als es sich um recht wenig bekannte Substanzen handelt. 


Das angewandte Verfahren der Trennung war das folgende: 
Acetonfillung wie gewoéhniich. Es wurde erhalten ein Filtrat F 
und nach nochmaliger Acetonbehandlung ein Extrakt E, Aus dem 
Filtrat F wurde nach Zusatz von etwas Alkali!) und Glyzerin 
zur Vermeidung des Schiiumens das Aceton abdestilliert und 
die verbliebene wifirige Fliissigkeit mit Schwefelsiure an- 
gesiuert und 6mal ausgeiithert. Die Atherextrakte wurden 
nach dem Zusammengeben mit H:O gewaschen und dieses 
Waschwasser dann mit der wifrigen Lisung vereinigt. 


A. Atherlésung. Nach dem Abdestillieren hinterblieb 
ein braungelbes Ol. Durch Aceton wird ein Teil davon ge- 
fillt und in mehr Aceton wieder zum Teil gelist. Durch 
Filtration werden 2 Teile erhalten. Nach Versetzen mit Al- 
kali wird der acetonlisliche Teil durch’ Abdestillieren vom 
Aceton befreit und verascht zur Jodbestimmung; analog der 
im Aceton unlésliche Teil. 


Acetonlislicher Teil: Jodfett usw.: 0,033 mg Jod. 
Acetonunléslicher Teil: Jod = 0. 


B. Wi®rige Lésung nach der Atherextraktion nebst 
Waschwasser. Zuniichst wird neutralisiert und durch mifiges 
Erwiirmen der Ather vertrieben. Hierauf wird mit. Silber- 
nitrat versetzt und der Niederschlag mit verdiinnter Salpeter- 
siiure heif} ausgewaschen. Erhalten werden so drei Fraktionen: 
1. Filtrat — enthialt diejenigen atherunléslichen Jodsubstanzen, 
die keine oder wasserlisliche Ag-Salze bilden. 2. Salpeter- 
saures Extrakt — enthilt diejenigen Jodsubstanzen, deren Ag- 
Salze durch Salpetersiiure gelést werden und in Wasser un- 
gelist bleiben. 3. Halogensilberniederschlige. Diese Fraktion 3 
wurde noch durch Ammoniakbehandlung in einen lwslichen 
und unléslichen Teil (AgJ) getrennt und letzterer mit Kalium- 
sulfid in Sodalésung durch wiederholtes Kochen umgesetzt 


‘) Die Wirkung des Alkalis auf die unbekannten Jodsubstanzen kann 
vielleicht zur Eliminierung von Jod als Jodalkali fihren. 











Studien zur Physiologie der Schilddriise. VII. 295 


und das Filtrat zur Jodbestimmung gebracht. Diese Umsetzung 
des AgJ mit Ammonsulfid und Alkalisulfid ist bei Vergleichs- 
versuchen als annihernd vollstindig befunden worden. 


Es wurden in den vier Fraktionen folgende J-Werte ge- 
funden: 


1, Filtrat der AgNO,-Fillung. . . . 0,9 mg Jod 
2. Salpetersiiureextrakt der Ag-Fillung OO , , 
3. Ammoniaklislicher Teil. . . .. 0 , , 
4. Ammoniakunlislicher Teil . . . . 0,116 , , 


Zu diesem Jod aus dem ersten Acetonfiltrat kommt noch 
hinzu, was im zweiten Extrakt gefunden wurde. Das Aceton 
wurde ohne Zusatz abdestilliert und der mit Wasser verdiinnte, 
mit etwas Schwefelsiiure angesiuerte Riickstand mit Ather 
behandelt. Der Atherextrakt war jodfrei. Der Riickstand 
wurde iiber das Silbersalz gereinigt und das Jodsilber wie 
oben zersetzt. Gefunden wurden 0,068 mg Jod. Auf den 
ganzen Blutanteil gerechnet 0,136 mg Jod. 


Werden die Zahlen auf das ganze wieder erhaltene Blut- 
gemisch nach der Durchblutung (1220 ccm) umgerechnet, so 
sind erhalten: 

Fettjod (F) 0,066 mg 
Peptidjod(F) 1,800, 
Jodidjod (F) 0,232") , } zusammen 0,368 mg 
»  (E) 0,136 , Jodidjod 
2,234 mg im Blutanteil (2,234 mg) 
dazu F von der Leber 0,382 =, 
2,616 mg abgebautes Jod. 








Gegeniiber dem Ergebnis der ersten Hilfte, wo 3,352 mg 
abgebautes Jod gefunden wurden, ist der Verlust von 0,736 mg 
bei der grofen Anzahl von Manipulationen nichts Erstaunliches. 
Wenn auch aus einem einzelnen Versuch noch keine weit- 
gehenden Schliisse in quantitativer Beziehung gezogen werden 
sollen, so kann doch gesagt werden, daf} der Abbau des 


') Zu wenig wegen der Umsetzung und vielen Prozeduren; vielleicht 
anderseits zu viel wegen des NaOH-Zusatzes beim Abdestillieren des 
Acetonfiltrats, der das Verhiltnis Peptidjod : Jodidjod unsicher macht. 
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Schilddriiseneiweifies durch die Leber unserem Verstiindnis 
niher gebracht ist. Das Vorkommen von reichlich ,,Peptid- 
jod“, d. h. in Ather unldslichen, durch AgNO, nicht fillbaren 
Jodsubstanzen neben weniger Jodidjod zeigt den Weg des 
Abbaues in aller Deutlichkeit. Das Wahrscheinlichste ist, dai 
die Leber beide Stufen des Abbaues mit ihren Fermenten zu- 
stande bringt, doch wird die Frage insofern kompliziert, als 
nun noch entschieden werden miibte, ob der Abbau der zweiten 
Stufe, Jodpeptid zu Jodalkali, etwa auch von anderen Organen 
besorgt werden kann. Der ganze Fragenkomplex wird erst 
nach einem vorausgegangenen Studium der jodhaltigen Abbau- 
produkte der Jodeiweifkiérper niher bearbeitet werden kénnen. 
Auch die Bezeichnung der in der Fettfraktion gefundenen 
Jodsubstanzen als ,Jodfett“ méchten wir als eine vorliufige 
betrachten. Es sind ja ather- und acetonlésliche niedrige 
Eiweifibausteine durchaus denkbar und wir glauben solche in 
kleinen Mengen auch schon in der Hand gehabt zu haben, 
ohne sie rein erhalten zu kénnen, da der bisher einzige Punkt, 
durch den sie sich von den beigemengten Substanzen unter- 
scheiden lassen, der iibrigens sehr geringe Jodgehalt ist. 
Unter diesen Umstiinden ist eine Charakterisierung und Tren- 
nung eine sehr schwierige Aufgabe. 


Zusammenfassung. 


1. Normale Tiere bauen das in den Blutkreislauf eingefiihrte 
JodeiweiB der Schilddriise in kurzer Zeit ab, was durch 
die Zunahme von acetonléslichem Jod (in Form von 
Jodiden und niedrigen Spaltprodukten) im Blut und dem 
schnellen Auftreten von Jodid im Urin bewiesen wird. 

. Thyreoprive Tiere verhalten sich ebenso. Es ist dem- 
nach der Abbau des Thyreoglobulins nicht an die 
Thyreoidea alliein gebunden (wie der Aufbau), sondern kann 
auch durch ein oder mehrere andere Organe erfolgen. 

. Von den daraufhin untersuchten Organen, die zerhackt 
oder als Prefisifte in vitro gepriift wurden, wirkte nur 
die Leber in deutlicher Weise abbauend. 

. Die abbauende Wirkung der Leber konnte auch im iiber- 





Studien zur Physiologie der Schilddriise. VII. 297 


lebenden Organ in drei Durchblutungsversuchen nach- 
gewlesen werden. 

. Bei einem der Versuche wurde das abgebaute Jod in 
drei Fraktionen zerlegt. Der gréfte Teil diirfte jod- 
haltigen Peptiden angehéren; ein weiterer betrichtlicher 
Teil aus Jodiden bestehen. Kin sehr geringer Teil wird 
in der Fettfraktion gefunden. Die Leber baut also das 
Schilddriiseneiweif} zu Eiweifispaltlingen, aber auch gleich- 
zeitig einen Teil vollstiandig bis zum Jodidjod ab, das dann 
der Ausscheidung unterliegt. 

















Zur Methodik der Harnacidimetrie (insbesondere fiir 
klinische Zwecke). 


Von 
W. Biehler. 
Mit 8 Figuren. 


(Aus der II. medizinischen Universititsklinik zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1920.) 


Anlaf lich eines Stoffwechselversuches, iiber den W. H. 
Jansen in der Zeitschr. fiir klin. Med. (1) berichtet hat, 
stellte sich die Notwendigkeit heraus, die Reaktion des von 
den Versuchspersonen gelassenen Harnes messend zu verfolgen. 
Auf eine recht einfache Methode, die dies leisten soll, weist 
Michaelis (5) in seiner ,H-Konzentration‘ hin: ,Man titriere 
mit n. Lauge und Phenolphthalein das primaére Phosphat, mit 
Methylorange und n. HCl das sekundire Phosphat*, ihr Ver- 
hiltnis x 2-107 gibt dann (nach einer von Henderson (2) 
aufgestellten Formel) die H:Konzentration. 

Man kann nun wie in der erwahnten Jansenschen Arbeit 
der Auffassung sein, dafi diese Titrationen nur Naherungs- 
werte geben, und trotzdem dabei auf jede Komplikation, welche 
dazu dienen soll, die Genauigkeit zu steigern, verzichten. Tut 
man das und vergleicht die so erhaltenen Werte bzw. die 
hieraus errechnete H'Konzentration mit der z. B. kolorimetrisch, 
also direkt gemessenen, so ergibt sich eine Differenz von ca. 
0,62 p, im Mittel. Anderseits ergibt die Titration reiner 
Phosphatgemische im Vergleich mit den direkt gefundenen 
Py-Werten eine sehr gute Ubereinstimmung. Diese Differenz 
in den Ergebnissen hat offenbar ihren Grund darin, daf bei 
der oben erwihnten Titration des Harns nicht nur die Phos- 
phate, sondern auch andere Harnbestandteile mittitriert werden. 
Es ergab sich also die Frage, ob sich einfache Mafinahmen 
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treffen lieben, die eine Titration nur des primaren und sekun- 
diren Phosphates im Harn erlaubten. 

Was das primaire Phosphat anlangt, ist seine Bestimmung bereits 
sehr eingehend durchgearbeitet, sah man doch in ihm in friherer Zeit 
den eigentlichen Vertreter der ,Sdéure‘ des Harnes. Es ergab sich, dab 
hauptsa&chlich die Kalksalze als stérend in Betracht kommen, welche den 
Umschlag hinausziehen. Um sie und womdglich auch die Hauptmenge 
der Magnesiumsalze auszufillen, empfiehlt sich (wie auch z. B. Moritz (6) 
vorschreibt) der Zusatz von 5 ccm n/2 Natriumoxalat in der Kalte mit 
nachfolgendem mehrstiindigem Stehen im Eisschrank. Vor der Titration 
wird dann abfiltriert, dem Filtrat 20 ccm gesiattigte NaCl-Lisung zu- 
gesetzt und mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein titriert. Diese Bestim- 
mung des primiéren Phosphates allein gibt keinen zuverlissigen Wert 
fiir die Harnaciditét, man mu auch noch das sekundire Phosphat beriick- 
sichtigen. Bei seiner Titration stért vor allem die Intensitaét der Zwischen- 
farbe: Orange, welche den Umschlag des oben schon erwahnten Indikators 
Methylorange unscharf macht. Sein Ersatz durch Kongorot bzw. alizarin- 
sulfosaures Na litt an Mifstinden. Besser bewihrte sich ein anderer 
Indikator der Azogruppe: Dimethylamidoazobenzol. Er hat den grofen 
Vorteil, den Umschlag von Rot zu Gelb fast rein zu zeigen, so daB man 
ihn in staérkerer Konzentration als Methylorange verwenden kann. Leider 
ist er etwas empfindlicher gegen Ammoniaksalze. Man wird also der 
Analyse zur Zuriickdringung derselben zweckmiafig 20 ccm gesattigte 
NaCl-Lésung zufiigen, wodurch man gleichzeitig auch eine Abschwiachung 
der Eigenfarbe des Harnes und damit weitere Verschirfung erreicht. 
Noch besser ist der Umschlag freilich in farblosen Lisungen. Nun wird 
seit langem zur Entfirbung des Harnes Tierkohle beniitzt. Dieses ein- 
fache Hilfsmittel hier anzuwenden, ist theoretisch nicht ganz zulissig. 
Denn wir wissen, daf Tierkohle H.adsorbiert (Liéffler und Spiro [4}), 
demnach die Reaktion der damit behandelten Lésungen, also im Falle des 
Harns auch das Verhiltnis von primarem: sekundéirem Phosphat, andert. 
Praktisch freilich kommt dies wenig in. Betracht, denn vergleichende 
Titrationen schwach gefirbter bzw. mit Tierkohle behandelter Harne 
ergaben gut iibereinstimmende Resultate. 

Nativer Harn 2,05—2,10cem n/10 HCl 2,90—2,80 2,3 2,9 
Entfirbter Harn 2,00—2,05 ccm n/10 HCl 2,80—2,75 22 28 

SchlieBlich muff man sich jedoch klar werden, dafi Schirfe und 
Lage des Umschlages nicht allein beeinfluft werden von der Eigenfarbe 
des Harnes, sondern in erster Linie von seinem Gehalt an organischen 
Saiuren. Dies ist auch der Punkt, ohne dessen Beriicksichtigung jede 
Bestimmungsmethode des sekundéren Phosphates unzulanglich wird, sei 
es nun eine Titration gegen einen Indikator oder eine Methode wie z. B. 
die de Jagers (3), welcher im angesduerten Harn durch einen Uberschub 
von BaCl, die Sulfate ausfallt und das Filtrat bis zur Triibung durch 
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BaH PO, titriert. Die organischen Séuren auf ganz einfache Weise zu 
entfernen, scheint nicht méglich zu sein. Es bleibt da wohl nur der 
Weg der Aschenanalyse. Diese ist fiir klinische Massenbestimmungen 
jedoch zu zeitraubend. Man kénnte auch daran denken, die P, O,-Titration 
an die Kjeldahlisierung anzuschlieBen, welche prinzipiell ja nichts weiter 
als eine Siuregemischveraschung darstellt. Durch die Neutralisierung 
wird dann noch dazu alles NH, ausgetrieben; also bieten sich anscheinend 
die giinstigsten Verhiltnisse. Doch ergeben sich tatsichlich bei Kontroll- 
analysen (unter Verwendung von 3—5 ccm Harn) recht betrichtliche 
Differenzen, die ihren Hauptgrund darin haben, daB die Phosphorsiure 
bzw. besonders ihr Na-Salz mit dem Glase der Kjeldahlkolben Verbin- 
dungen eingeht und demnach in wechselnder Menge zu Verlust geht. 

Wendet man eine der genannten Methoden der verfeinerten Titration 
an, so macht sich noch unangenehm bemerkbar, da sie zuniichst nur 
innerhalb eines bestimmten Reaktionsgebietes anwendbar, wenn nimlich 
gleichzeitig sekundires neben primarem Phosphor vorhanden ist. In den 
Grenzgebieten, besonders nach der sauren Richtung (und der Harn ist 
im allgemeinen ziemlich sauer), wird die Titration immer ungenauer und 
der der Methodik anhaftende Fehler immer gréfer. 

Es erwuchs mir zunichst die Aufgabe, den durch ver- 
feinerte Titrationsmethode errechneten p,-Wert mit der 
direkt beobachteten Aciditét zu vergleichen, um zu sehen, 
ob der schon in der Jansenschen Arbeit (1) angedeutete Zu- 
zammenhang zwischen beiden Methoden auch in den extremen 
Reaktionsgebieten des Harns besteht, d. h. ob der Methoden- 
fehler eine gewisse konstante Gréfe hat. 

Kine direkte p,,-Bestimmung ist beispielsweise die be- 
sonders von Sérensen ausgebaute kolorimetrische Methode. 
Fiir die Harnbestimmung klinisch verwertbar ist deren Modi- 
fikation nach Walpole, wie sie in Neubergs ,Harn- und 
Kérperausscheidungen“ ausfiihrlich beschrieben und auch bei 
dem oben erwéhnten Jansenschen Versuch (1) benutzt wurde. 
Dabei machten sich jedoch allerlei MiBstinde bemerkbar. Das 
tigliche Abmessen von Vergleichsfliissigkeiten ist, besonders 
wenn wenig Harne mit weit auseinanderliegender Reaktion 
untersucht werden sollen, auBerordentlich zeitraubend. Un- 
verainderliche Liésungen vorratig zu halten, oder gefirbte 
Glassiulen, wire zu umstindlich wegen der enormen Anzahl 
von Farbnuancen, die zur Beobachtung nétig sind. Stérend 
empfunden wird auch, dafi bei dem Walpoleschen Apparat 
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die Farbflachen nicht aneinandergrenzen. Gewdhnliche Ko- 
lorimeter sind nicht beniitzbar, wenn man nicht das Wal- 
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Fig. 1. 


polesche Prinzip, mit dem er die Eigenfarbe des Harnes 
ausschaltet, aufgeben will. Dieses besteht darin, dafi die 
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Harnfarbe auf beiden Halften des Apparates optisch addiert 
wird. Alle diese Mifistiinde dringten zu einem Umbau und 
auf Grund der damit gemachten Erfahrungen zur nachfolgen- 
den Neukonstruktion eines Kolorimeters, welches von der 
Firma Lautenschliger, Filiale Miinchen, angefertigt wurde. 

Der Hauptbestandteil dieser Konstruktion ist, wie die 
schematische Figur 1 zeigt, ein metallener Schieberkasten K, 
von dem Figur 2 den Grundrif} bietet. Wir finden an seiner 
Stirnseite die Optik, bestehend aus 2 nebeneinandergesetzten 
Parallelepipeden. Diese bieten gegeniiber der Helmholtzschen 

































































Fig. 2. 


Doppelplatte, wie sie z. B. das Autenriet-Kolorimeter ver- 
wendet, den Vorteil geringerer Tiefe. Dahinter liuft ein auf 
beiden Seiten gefensterter Metallrahmen, der eine Skala trigt. 
Im rechten Fenster sind 2 gefarbte Gelatinekeile gegeneinander 
geschaltet. Diese bieten gegeniiber Fliissigkeitskeilen den Vorzug 
geringerer Tiefe. Ferner erlauben sie, vermége der Art ihrer 
Schaltung, einen Farbwechsel messend zu verfolgen, wiahrend 
die gebriiuchlichen Kolorimeter allgemein nur den Vergleich 
mit einer einfarbigen, allmihlich schwiacher werdenden Stan- 
dardfarbe gestatten. Zum optischen Ausgleich des Strahlen- 
ganges befinden sich im linken Fenster 2 entsprechende 
gegengeschaltete farblose Keile. Hinter dem Metallrahmen 
stehen die beiden Untersuchungstrége Tr, und Tr, zur Auf- 
nahme des Materials. Die Riickwand bildet die Milchglas- 
scheibe G. Der Metallrahmen, welcher im Schiebekasten 
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federnd liuft, so daf} beide in jeder beliebigen gegenseitigen 
Stellung feststehen, lift sich auf der Grundplatte B auf- 
stecken, so daf} das Instrument villig stabil steht. Ander- 
seits sind jedoch Kistchen und Schieber in ihren Ausmafen 
so klein, daf} man beide bequem in die Tasche stecken kann. 
— Natiirlich geht die ganze kolorimetrische Bestimmung des 
Py auf Werte zuriick, die mit der Nernstschen Gaskette 
erhalten wurden. Es wurden deshalb auch eine Reihe Ver- 
gleichsbestimmungen mit der elektrometrischen Methode aus- 
gefiihrt. 

Kine Zusammenstellung der Werte ergibt folgendes Bild: 











Elektrometr. Errechn. Differenz Verhiltnis 
Pa PH prim. Ph.: sek. Ph. 
4,94 6,15 1,21 8,55: 1 
5,03 6,47 1,44 ez 3 
5,08 6,34 1,26 a2 :1 
5,24 6,46 1,22 1,75:1 
5,51 6,46 0,95 1,75 :1 
5,74 145 1,41 i == 
6,04 6,89 0,85 1 1,5 
6,11 7,39 1,28 1 4,9 
7,27 7,68 0,41 1 9,5 











Durchschnittliche Differenz: 1,10. 




















Kolorimetr, Errechn, se Verhaltnis 
Differenz : 

Pu PH prim. Ph. : sek. Ph. 
4.6 5,96 1,36 5,9 :1 
4.6 5,96 1,36 5.5 :l 
4,8 6,12 1,32 3,8 :1 
4,95 6,19 1,24 $2 +] 
5,2 6,36 1,16 22 :1 
5,45 6,47 1,02 at. 28 
5,6 6,54 0,94 1,45:1 
5,8 6,44 0,64 18 :1 
5,9 6,52 0,62 15 :1 
5,95 6,90 0,95 : 6:33 
6,1 6,90 0,80 lL 333 
6,9 7,34 0,44 1 :4,35 


Durchschnittliche Differenz: 1,0. 
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Die Untersuchung eines Harnes auf seine Aciditét ge- 
staltet sich also so, daf} nach Auswahl des passenden Indi- 
kators durch die Vorprobe (cf. Michaelis [5]) — fiir den 
Harn kommen in der Regel Methylorange, Methylrot, Neu- 
tralrot in Betracht — je 2 ccm Harn in Tr, bzw. Tr, ge- 
fiillt werden, dann in Tr, die entsprechende Indikatoren- 
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NaOH :HC/ 
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Fig. 3. 


menge. Diese richtet sich nach der Keilstaérke und wird bei 
der Eichung festgesetzt. Man beobachtet weiter durch den 
Beobachtungsspalt Bsp und stellt auf Farbengleichheit ein. 
Dann liest man die Skala ab und entnimmt der durch Eichung 
des Keiles erhaltenen Tabelle den p,,-Wert. 
Selbstverstindlich lift sich das Instrument bei Verwen- 
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dung passender Keile fiir jede andere kolorimetrische Bestim- 
mung und auch farbloser Fliissigkeiten verwenden. 

Wie man sieht, befinden sich die Differenzen zwischen — 
direkt beobachteten und errechneten p,,-Werten in guter 
Ubereinstimmung (1,1 bzw. 1,0). Man sieht aber auch beson- 
ders deutlich aus den kolorimetrischen Bestimmungen, wie die 
Differenzen entsprechend dem Ubergang vom sauren ins mehr 
alkalische Gebiet immer geringer werden. Noch deutlicher 
kommt dies bei einer graphischen Darstellung zum Ausdruck 
(Fig. 3). Bei ihrer Aufstellung wurde folgendermafen ver- 
fahren: Als Abszisse wurde der p,,-Wert aufgetragen; als Or- 
dinate das Verhaltnis vom primaren : sekundiren Phosphat, 
bzw. das damit identische Verhialtnis verbrauchter ccm n/10 
NaOH: ccm n/10 HCl. MHierbei wurde die kleinere Zahl 
immer gleich 1 gesetzt. Aus der Hendersonschen Formel 
ergibt sich nun eine Kurve, welche mit a—a bezeichnet wurde. 
Mit ihr zusammen fallt die durch Titration reiner Phosphat- 
lésungen erhaltene Kurve. Die einzelnen (elektrometrisch 
gemessenen) Werte derselben sind mit <> bezeichnet. 

Ferner sind eingetragen die elektrometrisch erhaltenen 
Werte (mit © bezeichnet), sowie die kolorimetrisch erhaltenen 
Werte (mit A bezeichnet). Die aus diesen Werten durch 
Interpolation erhaltene Kurve ist mit b—b gekennzeichnet. 

Um den Anschluf an die in der Jansenschen Arbeit (1) 
veroffentlichte Kurve herzustellen, sind einige der dort er- 
haltenen Werte mit dem Zeichen CL) eingezeichnet. Man 
kann sich damit sofort von der guten Ubereinstimmung iiber- 
zeugen. 

Man sieht aus dem Verlauf der beiden Kurven, dafi die 
von der titrimetrischen Methode gelieferten Werte 
zwar nicht mit den direkt gemessenen identisch 
sind, dafB aber ein gewisser innerer Zusammenhang 
sicher ist. Dieses Resultat erlaubt also, die Titra- 
tionsmethode zur Messung der p,-Werte zu verwen- 
den, und zwar geht man am einfachsten so vor, dab 
man das Verhaltnis Lauge: Siure nimmt und mittels 
Kurve b den wahren p,-Wert unmittelbar abliest. 
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Doch wird man dabei immerhin einige Vorsicht walten 
lassen miissen. Es soll nicht verschwiegen werden, dafi auch 
einzelne, ganz aus dem Rahmen fallende Werte erhalten 
wurden. Sicherer ist auf jeden Fall die direkte Be- 
stimmung, wie sie nach dem oben Gesagten kolori- 
metrisch ebenso leicht und rasch ausgefiihrt wer- 
den kann. 
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Uber den Nachweis und die Bestimmung von gebundenen und freien 
Purinen im menschlichen Blut- und Eiterserum. 


Von 


S. J. Thannhauser und G. Czoniczer. 


(Aus der II. med. Klinik (F. Miiller), Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1920.) 








Die Polynucleotide werden im menschlichen Diinndarm zu 
einfachen, wasserléslichen Nucleotidkomplexen aufgespalten 
(Thannhauser und Dorfmiiller'). Die grofe Wasserlislich- 
keit der durch die Diinndarmverdauung entstandenen einfachen 
Nucleotidkomplexe und das Fehlen von tiefergehenden Spalt- 
produkten macht es wahrscheinlich, daf} keine freien Purinbasen, 
sondern die praiformierten Purinzuckerphosphorsiurekomplexe 
zur Resorption und in den intermediaren Stoffwechsel gelangen. 
In gleichem Sinne sprechen die subkutanen Injektionen der 
Nucleoside, Guanosin und Adenosin (Thannhauser und 
Bommes, Severin’). Wihrend bei der Verfiitterung der 
freien Aminopurine (Minkowski, Kriiger und Schmidt, 
Brugsch und Schittenhelm*) nur ein geringer Bruchteil 
als Harnsiiure im Urin wieder erscheint, werden die Vorstufen 





‘) Thannhauser und Dorfmiiller, Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 329; 
Bd. 95, 8. 259; Bd. 100, S. 121. 

*) Thannhauser und Bommes, Diese Zeitschr. Bd. 91, 8. 336. — 
Severin, Hab.-Schrift, Breslau 1916. 

5) Minkowski, Arch. f. exp. Pharm. u. Path. Bd. 20, S. 41 (1886); 
Bd. 51, S. 214 (1895). — Kriiger und Schmidt, Diese Zeitschr. Bd.34, 
S. 549 (1902). — Brugsch und Schittenhelm, Nucleinstoffwechsel, 
G. Fischer, Jena, S, 83 (1910). 
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der Aminopurine, das Guanosin und Adenosin, nach subkutaner 
Injektion nahezu vollstiindig als Harnsiure ausgeschieden. Die 
freien Aminopurine diirften wegen ihrer schweren Léslichkeit 
nur ganz unvollstindig zur Resorption gelangen. Sie werden 
durch die Bakterienflora der unteren Darmabschnitte, welche 
den Purinring aufzuspalten imstande ist, vollstindig zersetzt 
und der im Purinring enthaltene Stickstoff als Ammoniak ab- 
gespalten (Thannhauser und Dorfmiiller’). 

Diese Untersuchungsergebnisse fiihrten uns zu der Annahme, 
daf} im kreisenden Blute neben dem Endprodukt des Purinstoff- 
wechsels, der Harnsiure, auch ihre Vorstufen, die in Nucleotid- 
form gebundene Purine, wie sie vom Darm her in den intermediaren 
Stoffwechsel gelangen, nachzuweisen nnd zu bestimmen sein 
miissen. Fiir diese Anschauung spricht bereits ein experimen- 
teller Befund, den R. Bafi?) erhoben hat. Bafi fand im Blut 
nach vorangegangener Sdurespaltung nicht unbetrichtliche 
Purinmengen, die durch die Saurehydrolyse aus Nucleotid- 
komplexen sekundiar abgespalten sein diirften. In neuerer Zeit 
gibt Benedict?) fiir das Tierblut und Griesbach*‘) unter Be- 
niitzung der Benedictschen Methode fiir das Menschenblut 
an, dafi neben freier auch gebundene Harnséure vorhanden 
sel. Der Benedictsche Nachweis der gebundenen Harnsiure 
geschieht in der Art, daf} im enteiweifiten Serum vor und 
nach dem Kochen mit Mineralsiuren die Harnsiure nach dem 
Folin-Denisschen Verfahren mit Phosphorwolframsiure kolo- 
rimetrisch bestimmt wird. Bei der‘Nachpriifung der Benedict- 
schen Methode an Liésungen reiner Purinzuckerverbindungen 
(Nucleosiden) konnten wir nachweisen, dai zwar Guanin, Ade- 
nin und Xanthin wie auch die Nucleoside: Guanosin, Adenosin 
und Xanthosin mit P.W.S. nur eine geringe Blaufirbung er- 
kennen lassen, dai aber Guanosin, Adenosin und Xanthosin mit 
Mineralsiure gekocht die gleiche intensive Blaufaérbung mit 





1) Thannhauser und Dorfmiiller, Diese Zeitschr, Bd. 102, 8. 148 
(1918). 

2) R. BaB, Arch. f. exp. Pharm. u. Path. Bd. 76. 

3) Benedict, Chem. Centralblatt Bd. 2, 8. 675 (1915). 

*) Griesbach, Kongref f. innere Medizin, Dresden 1920. 
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P. W. S. wie die Harnsiure zeigen. Das Benedictsche Ver- 
fahren kann somit nicht zum Nachweis von gebundener Harn- 
siure herangezogen werden. 

Kine Methode des Nachweises und der Bestimmung der 
gebundenen Purinkérper im Blute muf sich auf eine exakte, 
quantitative Bestimmung der freien Purine (mit EinschluB der 
Harnsaure) stiitzen. Die Voraussetzung fiir eine solche Me- 
thode ist in den heute iiblichen Purinfaillungsmethoden nach 
Ludwig-Salkowski und Kriiger-Schmidt gegeben. 

Fiir alle Untersuchungen, die sich mit der Methodik des 
Purinnachweises im Blute befaBten, gliedert sich das Problem 
der quantitativen Bestimmung in drei Aufgaben: 1. Die Ent- 
eiweifiung des Serums, 2. die Fallung der Purinkérper, 3. die 
quantitative Aufarbeitung der Purinfallung. 


Bestimmung der freien Purine (ink]. Harnsaure) 
im Blutserum. 


Fiir die Frage der Enteiweifiung war zuerst zu unter- 
suchen, welche Enteiweifungsmethode die Nucleotide mitaus- 
faillt und nur die freien Purine in Lisung beléSft. In Tast- 
versuchen an Purin- und Pyrimidinnucleotiden (Adenosin- und 
Uridinphosphorsiure)*) konnten wir feststellen, daf} diese Sub- 
stanzen vollstandig durch Uranylacetat gefallt werden, wihrend 
Harnsaure und Aminopurine in verdiinnten Lésungen, wie sie 
im Blut zu erwarten sind, keine Fallung mit Uranylacetat 
geben. Die Nucleoside, Guanosin, Adenosin etc., fallen mit 
Uranylacetat in geringprozentigen Lésungen zwar auch nicht 
und wiirden neben den freien Purinen im enteiweifiten Serum 
in Lésung bleiben. Da es uns aber nicht gelungen ist, einen 
qualitativen Nachweis von Nucleosiden im Serum zu fiihren, 
so kénnen wir annehmen, in einem mit Uranylacetat enteiweif- 
ten Serum nur die freien Purine in Liésung zu haben. Fir 
die Enteiweifung benutzten wir 1,55°/,ige Uranylacetatlésung 
(Oszaki*), indem wir auf 1 Teil Serum 1 Teil Wasser und 


1) §. J. Thannhauser, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 158 (1919). 
2) Oszaki, Zeitschr. f. Klin. Med. Bd. 77, 8. 913. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 93 
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1 Teil Uranylacetatlésung verwendeten. Das Filtrat ist biuret- 
frei und kann ohne Niederschlagsbildung auf ein kleines Vo- 
lumen eingeengt werden. 

Fiir die Fallung der Purine stehen 2 Methoden zur Ver- 
fiigung: Die Fallung mit ammoniakalischer Silbernitratlésung 
nach Ludwig-Salkowski') und die Methode nach K riiger- 
Schmidt?), wobei die Purine mit Kupfersulfat und Natrium- 
bisulfit in annihernd neutraler Lésung niedergeschlagen werden. 
Der Vorzug der Lud wigschen Methode ist ihre grofie Spezifitiit, 
ihr Nachteil aber, daf} man nur in Purinlésungen von relativ 
hoher Konzentration eine quantitative Fallung bekommt. Unsere 
ersten Versuche begannen wir an einer Harnsiure-Testlésung, die 
20 mg°/,ig war. Eine Konzentration, die noch hoher ist, als 
wir sie in einem auf den 3. Teil eingeengten Serum eines ge- 
sunden [ndividuums zu erwarten hitten. Bei der Verarbeitung 
des Silberniederschlages (N-Bestimmung in einem Mikrokjel- 
dahlapparat nach vorherigem Kochen mit MgO) erhielten wir 
kleinere N-Werte, als der angewandten Substanzmenge ent- 
sprach. Die Silberfaillung war trotz Zugabe iiberschiissiger 
Silberlésung und peinlicher Vermeidung einer zu stark ammonia- 
kalischen Reaktion nicht vollstindig. Die Konzentration von 
20 mg°/, ist zu klein, um eine quantitative Ausfillung nach 
Ludwig-Salkowski zu bekommen. Auf Grund dieser Ver- 
suche diirfte bei der niederen Purinkonzentration im Blutserum 
die Silberfaillung auch in stark eingeengten Sera zu kleine 
Werte geben*®. Befriedigende Resultate erreichten wir mit 
dem Kriigerschen Verfahren. Wir verwendeten 10 ccm Test- 
lésung = 2 mg Harnsiure (U) und erhielten in 3 Parailel- 
versuchen: I = 1,97 mg U, II = 1,97 mg U, III = 2,0 mg U 
zuriick. Die Kupfersulfat-Bisulfitfallung ist auch in Purin- 
lésungen geringer Konzentration vollstandig. 


1) Ludwig-Salkowski, Zeitschr. f. anal. Chem. Bd. 21, 8. 148; 
Virchows Archiv Bd. 52, S. 60. 

*) Kriiger-Schmidt, Diese Zeitschr. Bd. 45. 

8) Dies diirfte auch der Grund sein, warum man friiher bei Anwen- 
dung der Silberfallung zur Harnsdéurebestimmung im Blutserum nur geringe 
Mengen oder gar keine Harnséure fand. 
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Zur quantitativen Bestimmung des Puringehaltes desKupfer- 
niederschlages verwendeten wir die N-Bestimmung nach Kjel- 
dahl in einer Mikroapparatur ahnlich der Bangschen, wie sie von 
Lautenschlager unter der Bezeichnung ,II. med. Klinik“ ge- 
liefert wird. Die Titration mit '/,,, n. Lésungen (1 com = 
0,00014 g N) gibt einwandfreie Resultate auch fiir die kleinsten 
N-Mengen. Daf aufer den Purinen keine wesentlichen Mengen 
anderer stickstoffhaltiger Substanzen durch den Cu-Niederschlag 
mitgefallt werden, soll weiter unten in der Kritik der Methode 
ausgefiihrt werden. 

Die Bestimmung der freien Purine fiihrten wir auf fol- 
gende Weise aus: Das aus der Cubitalvene entnommene Blut 
(100—150 ccm) wird in einem hohen Zylinder gut verkorkt 
im Kisschrank mehrere Stunden aufbewahrt, bis sich das Serum 
gut abgesetzt hat. Sollte sich das Serum nicht rasch und klar 
absetzen, so ist es abzuzentrifugieren. 40 ccm Serum werden 
piinktlichst in gleichen Teilen mit destilliertem Wasser und 
1,55 °/, iger Uranylacetatlésung verdiinnt und vom Niederschlag 
abfiltriert (Verdiinnung 1:3). Von dem wasserklaren, biuret- 
freien Filtrat, das keine Spuren von Eiweifi, jedoch die Purine 
quantitativ enthailt, werden 60 ccm mit einer Pipette in ein 
kleines Becherglas von 200 ccm Inhalt abgemessen und auf 
ca. 15 ccm auf dem Wasserbade eingeengt. Die Fiiissigkeit 
bleibt vollstandig klar. Hierauf wird eine Messerspitze (ca. 0,5 g) 
chemisch reines Natriumacetat und 1 ccm 40°/,ige (kiufliche) 
Natriumbisulfitlésung zugegeben und aufgekocht. Sobald die 
Mischung stark kocht (nicht eher, da sonst die Fallung leicht 
kolloidal bleibt) wird 1 cem 10°/,ige Kupfersulfatlésung (Kupfer- 
sulfat chemisch rein) zugesetzt und die Mischung 3—4 Minuten 
in kréftigem Kochen gehalten. Es entsteht eine dunkelbraune 
Fallung, die deutlich erkennbar aus 2 Komponenten besteht. 
Der griinlichbraune, feinkérnige Niederschlag ist CuO, der grau- 
braune flockige Niederschlag ist die eigentliche Purinfallung. 
Nach vollstindiger Abkiihlung wird Niederschlag und Fliissig- 
keit in ein ca. 50 ccm fassendes Zentrifugierglas quanti- 
tativ gespiilt. Der Niederschlag lift sich vorziiglich zentri- 
fugieren. Die iiberstehende Fliissigkeit ist wasserklar und lift 
23* 
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sich abgiefen, ohne dafi mefsbare Mengen des Bodensatzes 
verloren gingen, was durch die vollstindige Ubereinstimmung 
der Parallelversuche bewiesen wird. Der Niederschlag wird 
wihrend einer Stunde auf der elektrischen Zentrifuge zentri- 
fugiert und 4—5 mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Der 
auf diese Weise von den letzten Spuren des Serums befreite 
Niederschlag wird mittels eines kleinen Trichterchens quan- 
titativ in dem Mikrokjeldahlkolben gespiilt, wozu nicht mehr 
als 50—60 ccm Wasser bendtigt werden sollen. Nach Zusatz 
von 1 ccm konz. Schwefelsiure, einigen Kristillchen Kupfer- 
sulfat und Kaliumsulfat wird auf kleiner Flamme eingedampft. 
Sobald die Veraschung beginnt, wird die Flamme vergréfert. 
Nach ca. 2 Stunden ist die ganze Operation beendigt. Bei der 
nun folgenden Destillation werden 10 ccm '/,,, n. HCl vor- 
gelegt. Von der Zahl der verbrauchten ccm HCl muf die 
Menge abgezogen werden, welche ,Leerversuche“ ergeben. — 
Beim Leerversuch werden 10 ccm destilliertes Wasser, eine 
Messerspitze Natriumacetat und 1 ccm Bisulfitlésung gekochf 
und zur kochenden Fliissigkeit 1 ccm Kupfersulfatlésung zu- 
gesetzt. Es entsteht ein aus CuO bestehender brauner Nieder- 
schlag, der auf die oben beschriebene Weise abzentrifugiert 
und kjeldahlisiert wird. Bei unseren Blindversuchen bekamen 
wir meistens einen Ausschlag von.0,4 ccm 1/,,, n. HCl. Da je- 
doch diese Zahl mit der Reinheit der Reagenzien wechseln 
kann, ist der Leerversuch bei Verwendung neuer Reagenzien 
stets zu wiederholen. 

Die Ausrechnung der Bestimmung geschieht auf folgende 
Weise: Angenommen, wir verarbeiteten 60 ccm des 1: 3 ent- 
eiweiften Serumsund verbrauchten beim Kjeldahlisieren 3,4 ccm 
1/199 HCl, so ist diese Zahl nach Abziehung des Leerversuchs- 
wertes (0,4 ccm) mit 5 zu multiplizieren, um auf die HCl- 
Menge zu kommen, die 100 ccm Serum entspricht (8 x 5 
= 15 cem HCl). Diese Zahl (15 ccm) ist mit 0,14 zu multi- 
plizieren, um den Purinstickstoffwert in mg°/, zu erhalten 
(= 2,1 mg°®/, Purin N). 

Zur Kritik dieser Methode miissen wir folgende Kinwinde 
beantworten: 1. Lassen sich die mittels Kupferfallung nieder- 
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geschlagenen Purine mit geniigender Genauigkeit auf die an- 
gegebene Weise bestimmen? Werden durch die Kupferfallung 
nicht auch andere N-haltige Substanzen mitgefallt und als 
Purine berechnet ? 

Auf die erste Frage geben schon die oben erwihnten 
Vorversuche mit 20 mg °/, Harnsaurelésung eine befriedigende 
Antwort. Um aber die Vollstindigkeit der Fallung auch im 
Serum zu beweisen, setzten wir dem Serum noch vor der 
EnteiweiBung Harnsiure zu. Dabei fanden wir von 4 mg 
zugesetzter Harnsiure 3,9 mg (97,5 °/,), von 3,3 mg zugesetzter 
Harnsiure 3,1 mg (94°/,) zuriick. Zugleich ist hierdurch der 
Beweis erbracht, dafi beim Zentrifugieren und den sonstigen 
Manipulationen vom Niederschlage nichts verloren geht und 
dafi das Mikrokjeldahlverfahren mit '/,,, n. Lésungen eine 
geniigende Genauigkeit fiir die Erfordernisse einer quantita- 
tiven Bestimmung des Purinstickstoffes Gewiahr leistet. 

Der zweite Einwand, dali die Kupferfallung auch andere 
N-haltige Substanzen des enteiweiften Serums aufjer Purinen 
enthalten kénnte, ist schon friiher gegen das Kriiger- 
Schmidtsche Verfahren erhoben worden (Huppert?). Wir 
versuchten nochmals, Lésungen der in Frage kommenden Sub- 
stanzen Kreatin, Kreatinin, Aminoséiuren (Glykokoll, Alanin), 
Albumosen mit Kupferbisulfit zu fallen, konnten aber durch- 
weg die erhaltenen CuO-Niederschlige als N-frei befinden. 
Gegen die Beimengungen nicht purinhaltiger Kérpér spricht 
auch der Vergleich unserer Resultate mit den Werten, die 
man bei den gleichen Sera mit der Folin-Denisschen Phos- 
phorwolframsiurekolorimetrie nach der Neubauerschen Modi- 
fikation der direkten Kolorimetrie im enteiweibten Serum 
erhailt. Wir rechneten den Purinstickstoff in seiner Gesamt- 
heit auf Harnsiure um und fanden folgende Zahlen: 


Kolorimetrisch .|3,0 mg°/, U [6,6 mg °/, U 9,8 mg°/, U [13,6 mg °/, U 


Purinstickstoff . 1,05 mg °/, P.N.| 2,3 mg °/, P.N.| 3,3 mg °/) P.N.| 4,4 mg °/, P.N. 


auf Harnsiure 


berechnet . .|3,15mg°/,U |6,9mg°/, U 10,0 mg °/, U_ |18,2 mg %/, U 

















1) Huppert, Diese Zeitschr. Bd. 22, S. 556 (1897). 
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Der unbedeutende Unterschied zwischen dem kolorimetri- 
schen Harnsiurewert im Serum und der aus dem Purinstick- 
stoffwert- errechneten Harnsiurezahl zeigt, dafi neben der 
Harnsiure nur geringe Mengen freier Purine im Blutserum 
vorkommen, und dafi man praktisch den nach dem oben be- 
schriebenen Verfahren im Blutserum ermittelten Purinstick- 
stoffwert in Harnsiure umrechnen kann. Die vergleichende 
Untersuchung der Purinstickstoffbestimmung und der direkten 
Kolorimetrie in dem mit Uranylacetat enteiweifiten Serum 
erweist gleichzeitig die Brauchbarkeit der einfachen, wenig 
zeitraubenden P.W.S.-Kolorimetrie zur Harnsiurebestimmung, 
wenngleich das von uns geiibte titrimetrische Verfahren den 
Vorzug der Objektivitat hat. 


Es soll aber nicht verschwiegen werden, dafi in einer 
kleinen Zahl der untersuchten Fille mit unserer Methode sich 
etwas gréfere Stickstoffwerte fiir die freien Purine fanden, 
als der kolorimetrisch ermittelten Harnséurezahl entsprechen 
wiirde. Daf} in diesen Fallen neben Harnséiure auch andere 
Purine vorhanden waren, zeigen zwei andere Versuche, die 
wir mit Eiterserum anstellten. Hierbei zeigten sich grofie 
Unterschiede zwischen dem Puringehalt und dem _ kolori- 
metrisch ermittelten Harnsiurewert. In dem ersten dieser 
Falle fanden wir 3 mg Harnsiaure kolorimetrisch, mit unserer 
Methode hingegen 3,5 mg °/, Purinstickstoff, was auf Purine 
umgerechnet 10,5 mg °/, Purine’) bedeuten wiirde, also 
abziiglich der vorhandenen Harnsiéure ca. 7 mg °/, Purine. 
In einem zweiten Fall 3,3 mg °/, Harnsiure kolorimetrisch 
und 14,6 mg °/, Purinstickstoff nach unserm Verfahren (nach 
Abzug des kolorimetrisch ermittelten Harnsaiurewertes ca. 
40,5 mg °/, Purine). 





1) Die errechneten Purinzahlen sind analog der Harnséureberechnung 
durch Multiplikation des P.N. mit 3 erhalten. Da die verschiedenen 
Purine verschiedenen Stickstoffgehalt haben, liegt dieser Zahl keine voll- 
stiindig genaue Berechnung zugrunde, 
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Nachweis und Bestimmung der gebundenen Purine 
(Nucleotide) im Blutserum. 


Der qualitative Nachweis von Nucleotiden diirfte als 
erbracht gelten, wenn aus einer Lésung die Nucleotide durch 
eine méglichst spezifische Fillungsreaktion niedergeschlagen 
werden und in dem Niederschlage nach Zersetzung mit Saéuren 
die Bausteine der Nucleotide, Purine, Zucker, Phosphorsaure 
sich durch spezifische Reaktionen nachweisen lassen. Die 
Schwierigkeit, die Nucleotide im Blut- oder Eiterserum zu 
fassen, liegt in der Wahl der geeigneten Enteiweifungs- 
methode. Unsere Vorversuche an reinen Liésungen von Adenosin- 
phosphorsiure und Triphosphonucleinséure zeigten, dai diese 
Substanzen durch alle Metalle und Metallsalzlésungen mehr 
oder minder vollstaéndig ausgefallt werden. Enteiweifjungs- 
methoden mit Metallsalzlésungen kénnen somit fiir unsere 
Zwecke nicht in Frage kommen. Auch die Phosphorwolfram- 
siure fillt die Nucleotide zum Teil aus. Arbeitet man wie 
BaB mit P.W.S. in stark mineralsauren Lisungen, so werden 
die Nucleotide zersetzt. Man erhalt wohl hohe Purinwerte, 
aber ein zwingender Nachweis, dafi diese Purine vorher in 
gebundener Form vorhanden waren, ist nicht zu erbringen. 
Die Enteiweifung des Serums zum Nucleotidnachweis muf} 
in schwachsaurer (ja nicht mineralsauer!) Lésung stattfinden. 
Die alte Methode durch Kochen und Zusatz von einigen 
Tropfen verdiinnter Essigsiure liefert keine vollstiéndig eiweifi- 
freien Filtrate. Beim Einengen fallen hier immer noch flockige 
Triibungen aus. Durch Enteiweifen mit 15°/,iger Trichlor- 
essigsiure in der Kialte bekamen wir vollstindig klare und 
eiweibfreie Filtrate, jedoch hemmt die Trichloressigséiure im 
eingeengten Filtrat die nachfolgende Kupferfaillung. Mehrere 
Versuche, mit 20°/,iger Sulfosalizylsiure in der Kalte zu ent- 
eiweiBen, zeigten, daB zur vollstindigen Enteiweifung ein 
Uberschu8 von Sulfosalizylsiure nétig ist, so daf sie beim 
Kinengen in dicken Kristallbiischeln wieder ausfallt und die 
Weiterverarbeitung stért. Eine Kombination der Hitzekoagu- 
lation mit Zusatz von einigen ccm Sulfosalizylsiiure ergab 
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endlich die geeignete Methode, um schwachsaure, eiweififreie 
Filtrate, die sich ohne Niederschlagbildung einengen lassen, 
zu erzielen. 

Die Nucleotide werden aus ihren Liésungen durch Metall- 
salze gefallt. Die bei ihrer chemischen Herstellung gebrauch- 
liche Methode, sie mit basisch essigsaurem Blei zu fiillen, ist 
im enteiweiften Blutserum nicht angiingig, da der Bleiessig 
auch andere N-haltige Bestandteile mitreifen wiirde. Ammo- 
niakalische Silbernitratlésung fallt die in geringer Konzen- 
tration vorhandenen Nucleotide nur unvollstindig. Hingegen 
konnten wir an einer 0,1°/,igen Testlésung von kristallisierter 
Adenosinphosphorsiure zeigen, dafi diese Substanz durch Kupfer- 
sulfat und Bisulfit ebenso wie die freien Purine nieder- 
geschlagen wird. 10 mg Adenosinphosphorsiure wurden mit 
Kupfer- und Bisulfit nach den weiter unten angegebenen Vor- 
schriften gefallt und in zwei Kontrollversuchen 9,0 mg und 
8,8 mg zuriickgefunden. Somit entgeht der Fallung nur ein 
geringer Bruchteil des Nucleotids. Durch diesen Befund war 
gleichzeitig ein Hinweis gegeben, wie man gebundene und 
freie Purine nebeneinander bestimmen kann. In dem ersten 
Falle Enteiweifung in saurer Lésung, im zweiten Fall Ent- 
eiweiffung mit Metallsalzen (Uranylacetat) wie oben beschrieben. 
Die Unterschiede der Purinstickstoffwerte im sauer enteiweifiten 
und in dem mit Metallsalz enteiweifiten Serum diirften den 
Gehalt des Serums an ,gebundenen Purinstickstoff* ergeben. 

Es war nunmehr der qualitative Nachweis zu fiihren, ob 
tatsiichlich in dem durch Hitzekoagulation unter Sulfosalizyl- 
siiurezusatz enteiweifiten Serum der Kupferniederschlag Nu- 
cleotide enthialt. In Parallelversuchen wurden 600 ccm Eiter- 
serum und 300 ccm Blutserum durch Hitzekoagulation unter 
Sulfosalizylsiurezusatz enteiweifit, die Filtrate auf */,; ihres 
Volumens eingeengt und mit Kupfersulfat und Bisulfit gefallt. 
Die Niederschlige wurden bei neutraler Reaktion mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, filtriert und im Vakuum vollstindig ein- 
geengt. Die gelben Riickstaénde beider Sera gaben starke 
gelbrote Murexidprobe. Ein Teil wurde mit 5°/,iger Mineral- 
siure in der Hitze aufgenommen. Diese Liésungen gaben mit 
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Resorcin eine dunkelrote Zuckerprobe, mit Orcin eine braun- 
rote Verfarbung. Die Phosphorsiéurereaktion mit Ammonium- 
molybdat war gleichfalls stark positiv. Durch den Ausfall 
dieser Reaktionen im zersetzten Kupferniederschlag des Blut- 
und Eiterserums ist der qualitative Nachweis von Nucleotiden 
im Serum von uns erbracht. 

Die Bestimmung der in Nucleotidform im Blutserum ge- 
bundenen Purine wird in folgender Weise ausgefiihrt: 

30 ccm Serum (fiir 30 ccm Serum sind ca. 100 ccm Voll- 
blut nétig) werden mit einer Pipette genau abgemessen und 
mit 55 cm dest. Wasser verdiinnt. Die Mischung wird kurz 
aufgekocht und in dem Augenblick des Aufkochens 5 ccm 
20°/,ige Sulfosalizylsiurelésung zugegeben. Beim Erhitzen 
wird auf dem Erlenmeyerkolben als Kiihler ein Trichterchen 
mit der Spitze nach unten gesetzt, so dafi keine mefibare 
Menge Wasser verdampfen kann. (30 ccm Serum + 55 ccm 
Wasser + 5 ccm Sulfosalizylsiure gibt eine Verdiinnung von 
1:3. 3 ccm Filtrat = 1ccm Serum.) Die koagulierte Mi- 
schung mu in Eis vollstindig abgekiihlt werden, da sie nur 
kalt schén zu filtrieren ist. Das gewonnene Filtrat ist wasser- 
klar und eiweiffrei. Das Filtrat gibt zwar mit Uranylacetat 
und P,W.S.-Lésung eine Triibung, die jedoch nicht von Eiweifi- 
kérpern herriihrt, da diese Reagenzien auch andere Substanzen, 
unter denen die von uns gesuchten Nucleotide sind, zu fallen 
vermégen. — 50 ccm des Filtrates werden in ein 200 ccm 
fassendes Becherglas abpipettiert und auf dem Wasserbade 
bis ca. 15 ccm eingeengt. Stairkeres Einengen muf} vermieden 
werden, da sonst die Konzentration der Sulfosalizylsiiure eine 
Hohe erreicht, die hemmend auf die Kupferfillung wirken 
wiirrde. Beim Kinengen wird die Fliissigkeit etwas _ triibe. 
Die Triibung verschwindet bei dem nun folgenden Aufkochen, 
so daf} die Kupferfillung in einer klaren Lésung erfolgt. Die 
Kupferfallung wird auf die gleiche Weise ausgefiihrt, wie dies 
oben bei der Fillung der freien Purine beschrieben wurde. 
Der grobflockige, dunkelbraune Kupferniederschlag setzt sich 
rasch ab, die iiberstehende Fliissigkeit ist vollkommen durch- 
sichtig. Sollte dies nicht der Fall sein und ein kolloidaler 
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nicht zentrifugierbarer Niederschlag entstehen, so ist dies ein 
Zeichen, daB im Verfahren ein Fehler begangen wuide. Ent- 
weder wurde das Filtrat zu stark eingeengt oder die Kupfer- 
sulfatlésung wurde zugesetzt, bevor die Fliissigkeit in vollem 
Kochen war. Der Kupferniederschlag wird eine Stunde lang 
zentrifugiert, die Waschfliissigkeit viermal abgegossen und 
wieder aufgefiillt. Der auf diese Weise in der Zentrifuge 
gewaschene Niederschlag wird, wie oben beschrieben, in ein 
Mikrokjeldahlkélbchen quantitativ gespiilt und verascht. 


Als Muster fiir die Berechnung sei folgendes Beispiel 
ausgefiihrt: 50 ccm Filtrat verbrauchen 4,4 cem '/,,, n. HCl, 
nach Abzug des Leerversuchwertes 4,0 cem. Da die Verdiin- 
nung 1:3 war, besteht die Gleichung: 50/3:4 = 100: x. Die 
fiir x erhaltene Zahl (24) ist mit 0,14 zu multiplizieren. Die 
auf diese Weise berechnete Zahl (3,36 mg °/,) ist der gesamte 
Stickstoffwert fiir die freien und gebundenen Purine des Serums 
(G.N.). Zieht man von diesem Wert die mit der oben be- 
schriebenen Methode (Uranylacetatenteiweifiung) gefundene 
Zahl des freien Purinstickstoffs (P.N.) ab, so erhilt man den 
Nucleotidstickstoffgehalt (N.N.) des Blutserums. So lassen 
zum Beispiel 3,6 mg °/, G.N. (Gesamtpurinstickstoff) und 
1,2 mg °/, P.N. nach der Gleichung | 


N.N. = G.N. — P.N. 


2,4 mg °/, N.N. (Nucleotidstickstoff) berechnen. 


Zur Kritik der Methode kénnen zwei Einwiinde gemacht 
werden. 1. Enthalt das auf die oben angegebene Weise ent- 
eiweifite Serum keine andern Bestandteile, die mit Kupfer- 
Bisulfit fallen? 2. Werden die im Serum vorhandenen Nucleo- 
tide mit Kupfersulfat-Bisulfit vollstaéndig ausgefallt? 


Zu dem ersten Einwand muf gesagt werden, daf} im 
wasserklaren Filtrat manchmal Spuren einer Biuretreaktion 
vorhanden waren. Als Ursache dieser Reaktion kénnte man 
kleine Mengen von Albumosen, die sich bei der Hitzekoagu- 
lation abgespalten hitten, vermuten. Kine 0,5°/oige Albumose- 
lésung wurde deshalb hergestellt und mit Kupfersulfat-Bisulfit 
gefillt. Der Kupferniederschlag gibt keinen Ausschlag beim 
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Kjeldahlisieren. Daf} aufier Purinen und Nucleotiden im ent- 
eiweibten Serum keine mefibaren Mengen anderer stickstoff- 
haltiger Substanzen enthalten sind, die mit Kupfer-Bisulfit 
fallen, wurde bereits oben durch Versuche bewiesen. 


Um den zweiten Einwand zu entkriften, setzten wir dem 
Serum vor dem Enteiweifien Adenosinphosphorsiure. zu. Wir 
verfuhren dabei so, daf wir das Serum vor der Koagulation 
anstatt mit “destilliertem Wasser mit 0,1°/oiger Adenosin- 
phosphorsaurelésung verdiinnten. Dabei fanden wir von 7,5 mg 
zugesetzter Adenosinphosphorsaure 6,5 mg, in einem zweiten 
Versuch von 6,7 mg zugesetzter Adenosinphosphorsiure 5,8 mg 
zuriick. Es ist also mit Sicherheit anzunehmen, daf} bei der- 
selben Versuchsanordnung auch die praformierten Nucleotide 
des Serums nahezu quantitativ ausfallen. 


Kin weiterer Beweis fiir die Brauchbarkeit des beschrie- 
benen Verfahrens sind die Resultate, die wir bei Aufarbeitung 
eines wahrend mehrerer Monate autolysierten Kiters erhielten. 
Hier war zu erwarten, dafi durch die Autolyse der Kiter- 
kérperchen griéfiere Mengen von Nucleotiden entstanden und 
sich nachweisen liefien. Wir fanden in der Tat in diesem 
Kiter sechsfach gréfiere Mengen von Nucleotiden als im Blut- 
serum. Im gleichen Eiter konnten, wie oben mitgeteilt, auch 
betrichtliche Mengen von freien Purinen nachgewiesen werden. 
In dem autolysierten Kiter fanden wir 27 mg % G.N. (Ge- 
samtpurinstickstoff), 14 mg °/o P.N. Stickstoff der freien Purine, 
und demzufolge 13 mg °/o N.N. (Nucleotidstickstoff). In dem 
14 mg °/, P.N. war nur 1,1 mg °/, Harnsiéurestickstoff (be- 
rechnet aus 3,3 mg °/, kolorimetrisch gefundener Harnsiure) 
enthalten'). Diesen abnormen Werten des autolysierten Eiter- 
serums seien die an gesunden Personen ermittelten Normal- 
werte des Blutserums gegeniibergestellt: 


') Der Eiter verhalt sich wie ein unter Luftabschlu8 autolysierendes 
Organ. Es entstehen aus den Kernsubstanzen Nucleotide, die hinwiederum 
in ihre Bausteine durch die Autolyse zerlegt werden. Da die Autolyse 
unter Luftabschlu®B verlauft, kénnen sich wohl freie Aminopurine, Hypo- 
renthin und Xanthin, aber fast keine Harnsiure bilden. 
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Aus diesen Zahlen ersehen wir, dafi beim gesunden 
Menschen ca. 2—3 mg Nucleotidstickstoff (N.N.) der Normal- 
wert in 100 ccm Serum ist. Der freie Purinstickstoff (P.N.), 
normalerweise 1—1,5 mg mit 3 multipliziert, ist praktisch 
gleichbedeutend der im Serum vorhandenen Harnsiuremenge. 
Der Nucleotidstickstoff ist beim gesunden Individuum ca. 2mal 
gréfer als der Stickstoff der freien Purine. 

Die fiir die Klinik interessierenden Fragestellungen, die 
sich mit dem beschriebenen Verfahren angehen lassen, wurden 
bereits von uns bearbeitet und sollen gleichzeitig im_,,Deut- 
schen Archiv fiir klinische Medizin“ besprochen werden. 


1) Parallelversuche. Die mehrmals ausgefiihrten Parallelversuche 
haben immer iibereinstimmende Resultate ergeben. 


2,62 : 1,28 









Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende Abkirzungen 
empfohlen: 

Liebig., Ann. der Chem. = (Liebigs) Annalen der Chemie. 

Pfliigers Arch. Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

Arch. (Anat. u.) Physiol. Archiv fir Physiologie (Archiv fiir Ana- 

tomie und Physiologie, Physiologische 

Abteilung). 

Archiv fiir experimentelle Pathologie 

und Pharmakologie. 


Arch. fiir exper. Pathol. 


I 


Chem. Ber. = Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. == Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 


Biochem. Jl. The Biochemical Journal. 


Biochem. Zs. = Biochemische Zeitschrift. 
Bull. Soc. chim. France. = Bulletin delaSociété chimique de France. 
Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 
C. R. = Comptes rendus de l’Académie des 


Sciences, 

The journal of biological chemistry. 
The journal of Physiology. 

Journal fir praktische Chemie. 
Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 
Monatshefte fir Chemie. 

Zeitschrift fir physikalische Chemie. 
Quarterly Journal of experimental phy- 


Jl. of Biol. Chem. 

Jl. of Physiol. 

Jl. fir prakt. Chem. 

Landw. Versuchsstation. 
Mon.-H. fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. 

Quarterly Jl. Experim. Physiol. 


siology. 
Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Arch. fir Physiologie. 
Zs. Biol. = Zeitschrift fir Biologie. 
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